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RESUME.

Le cuivre est un métal essentiel pour les plantes avec une faible quantité, il est impliqué
dans plusieurs processus physiologique et biochimique cellulaire. L’excés de cuivre dans le sol
est toxique pour les plantes cultivées, et peut provoquer diverses modifications physiologiques
et morphologiques. L’objectif de cette recherche était d'évaluer I'effet d'un excés de cuivre sur
le comportement morpho-physiologique et enzymatique de la féve (Vicia faba L.). Cette plante
d’intérét agronomique est utilisée comme modele biologique pour les études éco-
toxicologiques. Notre étude consiste a suivre la croissance des deux variétés de la féve (Sidi
Aich et Super Aguadulce) stressés par le cuivre pendant 30 jours. Les plantes de la feve sont
cultivées dans un substrat constitué de sable et de terreau (3v/1v) et contaminé par différentes
doses de cuivre sous forme de Cu SO4 5H20, avec les doses suivantes ; 0. 200. 400. 600. 800
et 1000 ppm. L’effet du cuivre sur le développement de la féve est mesuré par des parametres
morpho-physiologiques et enzymatiques. A la concentration 200 ppm de Cu, la croissance des
plantes n’a pas été affecté significativement par le cuivre, le Cu est accumulé dans les racines
et faiblement transloqué vers la partie aérienne, comme mécanisme de tolérance a I'exces de
cuivre afin de préserver les tissus les plus métaboliqguement actifs présents dans les feuilles de
la plante. Par contre, ’application de cuivre a partir de la dose 400 ppm, a conduit a
I'accumulation de cuivre dans les racines et les parties aériennes, entrainant a leur tour une
modification morphologique entiére de la plante en diminuant la hauteur des tiges, nombre de
folioles, la surface foliaires, le volume racinaire et une réduction de plus de 10% de la biomasse
seche de la féve. Les analyses physiologiques et biochimiques révelent une réduction de
I’activité photosynthétique avec un abaissement de contenu en protéines et un déséquilibre de
statu hydrique de la feve. En plus, la toxicité du cuivre stimule la production des osmo-
régulateurs (proline et les sucres solubles) dans les feuilles, avec une surproduction des
polyphénols et des flavonoides et une activation importante des enzymes antioxydants (CAT et
POD). L’excés de cuivre dans le sol provoque une toxicité stressante de la feve, affectante leur
croissance. La concentration de 400 ppm présente une dose critique limite de la toxicité du
cuivre, car au-dela de cette dose, le cuivre affecte divers processus morpho-physiologiques et

enzymatiques chez la feve.

Mot clé : cuivre, Vicia faba, toxicité, sol, morpho-physiologiques, enzymatiques.



Abstract.

Copper is an essential metal for plants at a low amount, it is involved in several
physiological and biochemical cellular processes. Copper excess in the soil is toxic to plants
crop, and can cause various physiological and morphological changes. The objective of this
research is to evaluate the effect of copper excess on the morpho-physiological and enzymatic
comportment of broad bean (Vicia faba L.). This plant of agronomic value is used as a
biological model for eco-toxicological studies. Our study consists of following the growth of
two varieties of the faba bean (Sidi Aich and Super Aguadulce) stressed by copper during 30
days. The broad bean plants were grown in a substrate made of sand and compost (3v/1v) and
contaminated with different doses of copper in the form of Cu SO4 5H20, with the following
doses; 0. 200. 400. 600. 800 and 1000 ppm. The effect of copper on the development of the
broad bean is measured by morpho-physiological and enzymatic parameters. At the
concentration 200 ppm of Cu, the plant growth was not affected significantly; Cu is
accumulated in the roots and weakly translocated to the aerial part, as a tolerance mechanism
to the excess of copper in order to maintain the most active metabolic tissues present in the
leaves. On the other hand, the application of copper from the dose 400 ppm, led to the
accumulation of copper in the roots and aerial parts, causing in return a whole morphological
modification of the plant by decreasing the height of the stems, number of leaflets, leaf surface,
root volume and a reduction of more than 10% of the dry biomass of the broad bean.
Physiological and biochemical analyses revealed a reduction of photosynthetic activity with a
lowering of protein content and an imbalance in the water status of the faba bean. In addition,
copper toxicity stimulated the production of osmoregulators (proline and soluble sugars) in the
leaves, with an overproduction of polyphenols and flavonoids and an important activation of
antioxidant enzymes (CAT and POD). Copper excess in the soil caused stress toxicity to the
broad bean, affecting their growth. The concentration of 400 ppm presented a critical dose limit
of copper toxicity, because beyond this dose, copper affected various morpho-physiological
and enzymatic processes in the broad bean.

Keywords: Copper, Vicia faba, Toxicity, soil, morpho-physiological, enzymatic
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Introduction Générale

La pollution de I’environnement, y compris le sol, est accélérée de fagon spectaculaire
depuis le début de la révolution industrielle (Wang et al., 2018). Les activités anthropiques
telles que les effluents industriels, les boues minieres et d'épuration ainsi que l'application
d'engrais et de pesticides sont les principales sources d'accumulation de métaux lourds dans les
sols (Gallego et al., 2012). Par conséquent, différentes cultures vivriéres et fourrageres
cultivées sur des sols contaminés par des métaux, peuvent accumuler des concentrations élevées
de métaux, provoquant une menace grave pour la santé humaine et animale (Rattan et al.,2005;
Kulhari et al.,2013).

Le cuivre (Cu) fait partie des métaux lourds les plus abondants dans les sols agricoles.
Les pesticides a base de cuivre, en particulier les bactéricides, les fongicides et les herbicides,
sont largement utilisés dans les pratiques agricoles a travers le monde (Husak, 2015). En
Algérie, I'accumulation de cuivre dans les sols agricoles est tres élevee, en raison de ’utilisation

excessive des engrais chimiques et des produits phytosanitaires.

La concentration en Cu dans le sol dépend des interactions complexes entre la roche
mere, les propriétés physico-chimiques du sol et les apports provenant de I'agriculture ou de
I'industrie (Ballabio et al., 2018). La concentration moyenne de Cu dans le monde serait de 8
mg kg dans les sols sableux acides a 80 mg kg dans les sols lourds argileux, les limites de la
toxicité du cuivre ont été établies entre 20 et 100 mg kg*(Kabata - Pendias, 2001). Dans la
plante, la teneur optimale en Cu est entre 5 a 20 mg kg (Ballabio et al., 2018). La
concentration critique de Cu dans les tissus, définie comme une diminution de 10 % du
rendement en matiére séche, varie de 20 a 30 mg kg selon I’espéces végétale (Ballabio et al.,
2018 ; Kabata-Pendias, 2011 ; Yang et al., 2002), Nombreuses régions ont été développées
sans planification adéquate, ce qui a entrainé des sols pollués par divers métaux, notamment le
cuivre (Tahar et Keltoum 2011; Benselhoub et al., 2015 ; Laribi et al., 2019 ; Boudia et al.,
2019).

Le cuivre est un oligo-élément essentiel a faible dose aux plantes. Au niveau du
métabolisme de la plante, le cuivre joue un rdle important dans de multiples systémes
enzymatiques tels que la photosynthése, la respiration, 1’alimentation, la fertilit¢ ou la
détoxification. (Contreras et al., 2018). Cependant, la concentration de cuivre dans les
composants cellulaires doit étre maintenue a un niveau bas, car le niveau toxique de Cu peut
induire des altérations de la photosynthése, de la respiration, de l'activité enzymatique, de
I'ADN et de l'intégrité de la membrane, conduisant a une croissance inhibée et a une survie en
danger des plantes (Vinit-Dunand et al.2002 ; Zhao et al.,2010).

1
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L'excés de cuivre peut réduire la croissance des plantes en perturbant les enzymes
impliquées dans les processus physiologiques essentiels au développement, ou l'induction d'un
stress oxydatif pouvant conduire a la mort cellulaire (Shabbir et al., 2020). Le cuivre
s’accumule dans le tissus racinaire et particulierement dans I’apoplasme et peut étre transféré
aux pousses, sa phytotoxicité agit principalement sur la croissance et la morphologie du systeme
racinaire et aérienne (Yang et al., 2015), La diminution de l'absorption de nutriments est un
indicateur de la toxicité du Cu, alors que la perméabilité de la membrane et le réle des

transporteurs sont influencés négativement (Cambrolle et al., 2015).

Le cuivre peut affecter la biosynthese du mécanisme photosynthétique, en modifiant la
composition des pigments et des protéines des membranes photosynthétiques (Kumar et al.,
2021). Il perturbe le métabolisme lipidique et la structure membranaire (Adrees et al .,
2015).En présence de forte concentration, le cuivre perturbe le métabolisme hydrique (Jouili et
El Ferjani 2003), reduit le taux de proteines (Huang et al., 2020) et décline la biomasse
vegétale (Nazir et al., 2019).

Des concentrations élevées de cuivre peuvent provoquer un stress qui active les signaux
intracellulaires et entraine des lésions cellulaires (Liu et al., 2018a). En outre, I'expression
d'enzymes antioxydantes, telles que le superoxyde dismutase (SOD), la peroxydase (POD) et
le catalase (CAT) sous l'effet du stress au cuivre, joue un role important dans la réduction de la
toxicité du Cu dans les plantes (Mostofa et Fujita, 2013 ; Tie et al., 2014). Ces enzymes ont
une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de 1’anion superoxyde et du
peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygeéne moléculaire.

(Frary et al. 2010).

La feve (Vicia faba L.) est une légumineuse a grains riche en protéines appartenant a la
famille des Fabacées, dont la culture est pratiquée depuis longtemps dans la zone tempérée de
I'némisphére nord, elle est principalement récoltée sous forme de graines seches pour
I'alimentation humaine ou animale (Duc et al., 2015). En Algérie, la feve occupe la premiere
place parmi les légumineuses en raison de sa valeur nutritionnelle élevée et de ses divers usages.
Elle est principalement cultivée dans les plaines et les régions subtotales ; et a un réle important

dans I’économie nationale et dans la production agricole. (Aouar-Sadli et al, 2008).

Outre son importance agronomique, la feve est également utilisé comme modéle

biologique important pour les études éco-toxicologiques.
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L'objectif de ce travail de recherche est I’étude de l'effet du stress métallique par le
cuivre sur les paramétres morpho-physiologiques et enzymatiques de la féve (Vicia faba L.)
chez deux variétés Sidi Aich et Super Aguadulce. Des doses stressantes de cuivre sous forme
de CuSOs ont été appliquées dans le substrat de culture des deux variétés de la féve.

Ce travail est divisé en trois chapitres : Le premier chapitre est une synthése
bibliographique, répertoriant les principales informations relatives a notre travail. Chapitre
deux, matériels et méthodes illustrent les protocoles expérimentaux et les techniques
analytiques utilisés. En fin, un troisieme chapitre, concerne résultats, discussion, conclusion

générale et les perspectives.
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Chapitre |. Syntheése Bibliographigue

1.1 Métaux lourds

1.1.1 Généralité

Les élements traces métalliques (ETM) définis comme des métaux lourds. On appelle
métaux lourds tout élément métallique naturel dont la masse volumique dépasse 5g/cm?. lls
englobent lI'ensemble des métaux (Pb, Zn, Cu etc.) et métalloides (As, B, Se) présentant un
caractere toxique pour la santé et I'environnement (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). En
fonction de leurs effets physiologiques et toxiques, on en distingue deux types : métaux

essentiels et non essentiels.

e Les métaux essentiels sont des ¢léments indispensables a 1’état de trace pour de
nombreux processus cellulaires et qui se trouvent en proportion tres faible dans les tissus
biologiques. Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un
certain seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe)
(Sinicropi et al., 2010).

e Les métaux non-essentiels (métaux toxiques) ont un caractéere 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) (Kabata-Pendias et Pendias ; 2001; Migeon, 2010).

Ils sont une préoccupation majeure du fait de leur (éco) toxicité, leur persistance dans
les sols, leurs effet toxique sur les plantes cultivées et leur présence tres fréquente dans les zones
urbaines les plus peuplées (Wu et al., 2015). Ainsi, I'exces de polluants métalliques peut induire
une dégradation de la qualité des sols en particulier di a leurs effets écotoxiques sur les
microorganismes (Bérard et al., 2015), ce qui peut avoir des conséquences négatives sur les
services écosystémiques tels que la biodégradation de la matiere organique ou la production
végetale (Austruy et al., 2016). Au cours des derniéres décennies, la quantité de métaux lourds
d’origine anthropique rejetée dans les sols de notre planéte a fortement augmenté ; les quantités
suivantes ont été estimées par Singh et al., (2011) : 783.000 tonnes de plomb, 22.000 t de
cadmium, 1.350.000 t de zinc et 939.000 t de cuivre.

1.1.2 Origine

Les métaux lourds constituent de sérieux polluants environnementaux, en particulier
dans les zones a haute pression anthropique ; leur présence dans I’atmosphere, le sol et I’eau,

méme sous forme de traces, peut causer de graves problémes a tous les organismes. (Akujobi,
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2012). Dans les cinquante derni¢res années, l’utilisation des métaux lourds a fortement

augmenté, et les rejets anthropogéniques ont été multipliés par trois (Kopittke et al., 2011).

a. Origine naturelle

Les ETM sont naturellement présents dans les sols en faibles quantités. Ils sont en
partie libérés lors de I’altération de la roche mére (roches magmatiques, métamorphiques ou
sédimentaires) par I’altération des minéraux primaires et secondaires comme les argiles,
oxydes et carbonates (Toth et al., 2016). lls constituent le pool endogéne appelé fond
pédogéochimique : concentration naturelle d’une substance dans un horizon de sol, résultant de
I’évolution géologique et pédologique, a I’exclusion de tout apport d’origine anthropique

(Baize et Tercg, 2002).

b. Origine anthropique

Les intrants anthropiques sont principalement liés aux activités industrielles, comme
I'exploitation miniére, la fusion, la galvanoplastie, le rejet d'eaux usées et le depot aérien de
fumees industrielles, ainsi qu'a l'agriculture, comme [l'utilisation de déchets, d'engrais et
I'érosion anthropique (Fleming et al., 2013 ; Rinklebe et Shaheen, 2014). Bien que les apports
naturels d’ETM ne soient pas improbables, les activités anthropiques sont les principales causes
de lI'accumulation d'ETM (Shaheen et al., 2017), en particulier dans le voisinage géographique
des activités industrielles polluantes (L.i et al., 2015). Les préoccupations ont donc été soulevées
a propos du devenir des ETM accumulés dans le sol, ce qui peut accroitre le risque de lessivage
des fractions mobiles des métaux lourds dans le sol, ce qui entrainerait la contamination des
plans d'eau et des sédiments (Rinklebe et Shaheen, 2014 ; Shaheen et al., 2017). De plus, ces
métaux lourds accumulées augmentent la possibilité de leur transfert dans la chaine alimentaire
au fil du temps (Gall et al., 2015 ; Antoniadis et al., 2020).

1.2 Le cuivre

1.2.1 Généralité

Le cuivre est un des rares métaux qui existe a I’état natif dans le sol. C’est pourquoi il
est utilisé par I’homme depuis tres longtemps, comme 1’or et I’argent. Des objets fabriqués en
cuivre ont été datés d’environ 8700 avant J.C. Le mot cuivre vient du latin cuprum signifiant

« I’1le de Chypre », qui était réputé pour ses mines de cuivre (Navel, 2012).

Le cuivre (Cu ; numéro atomique 29/poids atomique de 63.5/ densité de 8.96 g.cm?) est

un oligo-élément essentiel a la présence de la vie sur terre, et indispensable au bon
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fonctionnement de nombreuses fonctions physiologiques chez les plantes supérieures et les
animaux. 1l posséde deux isotopes stables (*Cu a 69,2% et %°Cu a 30,8%) et 27 radioisotopes

qui n’existent pas a 1’état naturel. Le milieu environnemental le plus exposé au cuivre est le sol

(Shabbir et al., 2020).

Du fait de la grande conductivité du cuivre métallique, 60% de sa production entre dans
la confection de cébles ou circuits électriques. 20% sont utilisés dans le batiment pour la
plomberie et les toitures, 15% dans des machines industrielles comme les échangeurs
thermiques, les 5% restant servant a la fabrication des alliages (Emsley, 2003).

Les principaux gisements de cuivre actuels sont au Chili, en Indonésie, aux Etats-Unis,
en Australie et au Canada (80% de la quantité mondiale). Le cuivre s’y trouve généralement
sous forme de sulfures (e.g. la chalcopyrite CuFeS; et la chalcocite Cu,S). La production
mondiale de cuivre est de I’ordre de 20 Mt/an (Henckens et Worrell, 2020)

1.2.2 Source naturelle

La teneur moyenne en cuivre de la crolte continentale est de 35 mg kg™, avec une
variation entre 2 et 200 mg kgen fonction de nature de la roche (Nagajyoti et al., 2010 ;
Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Le cuivre est naturellement présent dans les roches et les
sols : les sols développés sur des roches d’origine sédimentaire contiennent plus de cuivre que
les sols développeés sur des roches de type granites (Fernandez-Calvifio et al., 2008). Les
minéraux cupriques viennent de la roche parentale soit se forment lors de processus
pédologiques par substitution a d’autres cations métalliques ou par co-précipitation avec des
carbonates magnésiens ou calciques, ou encore avec des oxydes de fer, de manganese et
d’aluminium. Ainsi, suivant la concentration initiale de la roche mére et en fonction des
processus pédogéochimiques, le fond pédogéochimique en cuivre des sols va varier. (Cetois et
al., 2003).

1.2.3 Source anthropique

Les principales sources anthropiques comprennent les industries telles que le raffinage,
la métallurgie, les engrais, la production de circuits imprimés, les fongicides, la fabrication de
produits chimiques, les peintures, le drainage minier, les déchets agricoles, ainsi que les

émissions du trafic (Ameh et Sayes, 2019 ; Leygraf et al., 2019).

L’activité humaine comme ’exploitation minicre, la gestion des déchets industriels et

municipaux, et le traitement de I’eau peut générer des accumulations localisées de cuivre et

6
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augmenter la concentration de cuivre dans I’environnement (Ferrante et al., 2013). D'autre
part, la demande de cuivre a augmenté au cours de la derniere décennie et continuera de croitre
en raison de la croissance démographique, des infrastructures développées et de l'application
de technologies a forte intensité de cuivre. Une autre conséquence de ceci est l'apparition de
graves pollutions environnementales et de dommages écologiques, y compris des pertes de
biodiversité et de qualité de I'eau et du sol, autour des sites miniers (Rehman et al., 2019a).

Mining \ = ‘/

o =
gs | &

Humans < Animals

Figure 1 : Sources anthropigques du cuivre (Rehman et al., 2019a)

1.2.4 Utilisation en agriculture

Récemment, le cuivre a été rejeté en grande quantité dans I'écosysteme par diverses
activités agronomiques en raison de son utilisation agricole comme bactéricide, algicide et
fongicide (Shabbir et al., 2020). Les fongicides a base de cuivre (comme la bouillie bordelaise)
sont intensivement utilisés depuis la fin du XIXe siécle pour lutter contre les maladies fongiques

de la vigne (Epstein et Bassein, 2001).

Les biocides contenant du Cu sont largement utilisés pour protéger les biodégradations
causées par des champignons ou des insectes (Guo et al., 2016). Le cuivre est également un
élément essentiel couramment utilisé dans les algicides et les pesticides tels que l'oxychlorure
de cuivre, le sulfate de cuivre et les hydroxydes de cuivre. Le sulfate de cuivre est considéré
comme la premiere substance chimique utilisée contre les maladies des plantes (Gad El-Hak
et Mobarak, 2019).

Les engrais cupriques courants sont le sulfate de cuivre CuSO4.5H0 et chélate de cuivre
NaCu-EDTA. Le sulfate de cuivre est I'engrais le plus ancien et le plus connu, il est utilisé soit

sous forme solide pour l'application au sol, soit sous forme de solution diluée pour la

7
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pulvérisation foliaire (Mottaleb et al., 2021). Les engrais a base d'oxyde métallique et de
silicate peuvent également étre utilisés pour traiter les sols carencés en cuivre. Ces substances
doivent d'abord étre solubilisées dans les sols, c'est-a-dire transformées en ions Cu?*. (Obrador
et al., 2013).

1.2.5 Concentration dans ’environnement

Le cuivre n’existant pas a I’état gazeux dans les conditions physico-chimiques de la
terre, il est forcément associé aux aérosols. Ces poussieres peuvent étre générées par
I’activité volcanique, la dégradation de la matiere organique (ex. feux de foréts), et les
embruns marins, (Oorts, 2013). Le cuivre est libéré dans I’atmosphére en association avec des
particules de matiére sous forme d’oxyde, de sulfate, de carbonate ou adsorbé a la MO. Il
s’¢limine par dépot gravitaire a sec et entrainement par les précipitations. Dans une zone
contaminée, elle est grandement liée a la proximité de points d’émission (Bliefert et Perraud,

2001). La concentration ubiquitaire de cuivre dans I’air est inférieure a 10 ng.m™ (OMS, 2004).

Le cuivre peut s'infiltrer dans I'eau potable a partir de certains tuyaux et raccords en
cuivre, en particulier lorsque I'eau est restée en contact avec ces matériaux de plomberie pendant
de longues périodes (Sruthi et al., 2018).L'organisation mondiale de la santé (OMS) a indiqué
que la valeur médiane de cuivre dans 1’eau potable est de 1,5 mg/l avec une fourchette de 0,05
a3 mg/L (OMS, 2018). L’agence de protection de I'environnement (EPA) indigue que la valeur

limite du cuivre dans I’cau est évaluée a la limite de 1,3 mg/l1 (EPA, 2021).

Le cuivre est fréquemment présent dans les ressources en eau et est considéré comme
un polluant prioritaire (Sruthi et al., 2018). Selon I'OMS (2004), les niveaux de Cu dans les
eaux de surface variaient de 0,0005 a 1 mg/l avec une valeur moyenne de 0,01 mg/l. Les eaux
pluviales contiennent également environ 1 a 100 pg/l en cuivre (Georgopoulos, 2001). Le

niveau naturel de Cu dans un site témoin du bassin supérieur était de 0,001 mg/l (OMS, 2004).

Les niveaux de fond naturels de cuivre dans le sol variaient entre 14 et 109 mg.kg™ et
la teneur moyenne en Cu dans le sol est de 38,9 mg kg-1 (Kabata-Pendias et Pendias, 2011).la
concentration moyenne de cuivre dans les sédiment est 50 mg.kg*(OMS, 2004 in Shabbir et
al., 2020)., elles varient typiquement de 16 a 5000 mg/kg dans les sédiment d’eaux douces et
de 2 a 740 mg/kg dans les sédiments marins (Ashworth et Alloway, 2007).


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Ana++Obrador
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Cet oligo¢lément n’est requis par les plantes qu’en trés faible quantité et les teneurs
adéquates de Cu dans les parties aériennes des plantes s’¢lévent a 5-20 mg kg* de matiére séche
suivant le stade de développement et I’espéce considérés(Ballabio et al., 2018 ; Kabata-
Pendias et Pendias, 2011). Au-dela du seuil de toxicité de 20-30 mg kg™dans les parties
aériennes, Cu peut étre phytotoxique (Ballabio et al., 2018 ; Oorts, 2013 ;Marschner, 2011 ;
Reeves et al., 2018).

Tableau 1: Concentrations de cuivre couramment observées (ppm) dans divers milieux
environnementaux (Bradl, 2005)

Matériaux moyenne Plage de :
concentration
Roches ignées 125 80-200
Gres 30 6-46
Calcaire 6 0,6-13
Schiste et argile 35 23-67
Charbon 17 1-49
Cendres volantes 185 45-1452
Boues d'épuration 690 100-1000
Sols 38,9 2-250
Eau douce (Ag I'Y) |3 0,2-30
Eau de mer (ig %) 0.25 0.05-12

1.2.6 Cuivre dans le sol

1.2.6.1 Mobilité

Le cuivre s’adsorbe fortement sur les particules du sol, en plus d’avoir une faible
mobilité, avec une rétention maximale a un pH neutre (Sacristan et Carbg, 2016). Le cuivre
appliqué persiste habituellement dans la terre, s’accumulant dans les couches supérieures
(=15 cm) (Araujo et al., 2019). Son devenir et sa disponibilité dans les sols dépendent de
nombreuses caractéristiques : type de sols (mobilité plus grande dans les sables que les argiles),
pH (une acidité et une capacité élevée de réduction favorisent la libération des complexes
d’oxydes), pouvoir d’échange cationique, teneur en eau, teneur en matieres organiques et
inorganiques, potentiel d’oxydoréduction (Eh), et présence d’oxydes (p. ex. oxyde de fer, de
manganese, d’aluminium) et d’argile (Anatole-Monnier, 2014 ; Meyssonnier, 2016).
Seulement une faible portion est sous forme d'ion libre hydraté ou échangeable, la majeure
partie du Cu se présente dans les sols sous la forme résiduelle ou complexée a la matiére
organique (MO). (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518323397#bib10
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1.2.6.2 Cuivre dans la phase solide

Dans la phase solide du sol, le cuivre se répartit entre plusieurs compartiments. 1l peut
étre complexé a la matiére organique, aux oxydes et hydroxydes de fer, de manganese ou
d’aluminium (Fig. 2) (Anatole-Monnier, 2014). 1l peut aussi étre sorbé sur les sites négatifs
portés par les argiles, ou précipité notamment avec des carbonates, ou inclus dans des minéraux.
Le cuivre sorbé sous toutes ces formes peut passer en solution sous I’influence de facteurs

physico-chimiques du sol (Oorts, 2013).

Apports de Cu d’origine anthropique

| ’ Cu- Résidus vgtx ‘/
| séquestré 4 S

Cu-MO complexé

Cu-Argiles 4——» |
échangeable Cu biodisponlblo (0.0596)
+2
Cu-carbonates Cu
Cu-Oxydes Fe/Al/Mn
adsorbé
Cu-réseau cristallin Solution du sol (2%)
séquestré

\ Stock naturel de Cu d’origine pédochimique

Figure 2: Différentes formes de cuivre dans le sol en fonction des échanges entre les
compartiments du sol (Anatole-Monnier, 2014) (MOD = matieres organiques dissoutes,
H=humidité)

a. Interaction du cuivre avec les argiles
Par leur petite taille et leur structure en feuillets, les argiles jouent un réle important
dans la rétention des métaux (Nielsen et al,. 2015). Les argiles issues de I’altération des roches

possedent trois types de sites, fondamentalement différents, qui peuvent chacun interagir avec
le cuivre (Navel, 2012) ;

»  La structure en feuillet confére aux argiles la possibilité d’incorporer des charges
positives (dont celle du cuivre) a lintérieur des feuillets sous forme de complexes de

sphére externe (Fig. 3). La capacité d’échange cationique des argiles dépend alors
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essentiellement de cette configuration structurale. Elle s’exprime variablement selon la
nature de I’argile en question (Lenoir, 2011).

»  Les terminaisons des feuillets d’argiles constituent des sites de complexation de
surface. Sur ces sites, le cuivre peut se lier sous forme de complexe de sphere interne.
Gréace a ses propriétés chimiques, il peut donc étre incorporé de fagcon préférentielle
aux cations majeurs, moins réactifs a la complexation, tels que Ca*2, Mg?*, ou bien sir
Na*et K, qui n’ont aucun pouvoir complexant (Tournassat et al., 2004).

»  Les feuillets des argiles sont constitués d’un réseau formé en partie par des cations
AP*qui peuvent étre substitués contre des cations bivalents ou trivalents différents,
parmi lesquels le cuivre (Manceau et al., 2002).

Mononuclear bidentate
inner-sphere complex

Mononuclear monodentate ) ‘. @. 0 ’ Outer-sphere
, f — =

inner-sphere complex ; .
P P LA &§ complex

®
&)
P > ® o
_/ ’,// M

Figure 3: Complexes de sphere interne et de sphere externe a la surface d’une silice.
(M : Métal) (Payne et al., 2013)

b. Interaction avec la MO

De nombreuses études se sont intéressees a la réactivité de la matiére organique avec les
métaux dans les sols. L’ensemble de ces études ont montré une rétention importante des métaux
par les matieres organiques. Le cuivre présente la particularité d’étre majoritairement présent
dans la phase solide sous des formes liées a de la matiére organique, comme dans le cas des
solutions du sol (Arias et al., 2005 ; Khan et al., 2005). L’adsorption sur les différents
groupements fonctionnels des matiéres organiques se fait généralement en faveur des
groupements carboxylique et phénolique. S’il peut étre en compétition avec d’autres cations

pour ces groupements, le cuivre présente la meilleure affinité dans les sols acides. A pH 5, le
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classement par affinité des métaux divalents vis-a-vis des matiéres organiques donne : Cu®*>
Ni?*> Pb?*> Ca?*> Zn**> Mn?"> Mg?* (Bravin, 2008).

c. Interaction avec les oxydes et hydroxydes métalliques

Comparativement aux argiles, le cuivre présente une affinité plus importante pour les
oxyhydroxydes de Fe, Al et Mn sur lesquels il est retenus principalement par des phénomenes
d’adsorption spécifique, 1.e. par la formation de complexes en sphére interne impliquant la
formation de liaisons covalentes et/ou de coordination de plus forte énergie (Spadini et al.,
2003 ; Sauvé et al., 1997). Le cuivre présente une affinité particulierement forte pour les

oxyhydroxydes comme le montrent ces séries d’affinités (McKenzie, 1980) :

- Oxyhydroxydes Fe amorphes  Pb?* >Cu?*> Zn?* > Ni?* > Cd?* > Mg?*
- Oxyhydroxydes Al Cu?"> Pb?* > Zn?* > Ni?* > Cd?** > Mg?*
- Oxyhydroxydes Mn Pb?* >Cu?"> Mn?" > Zn?* > Ni?*

Les oxydes de Mn présents dans les sols ont genéralement des réactivités au moins
similaires, voire supérieures a celles des oxydes de Fer, a cause de la formation de structures
lamellaires. Toutefois, les oxydes de Mn sont généralement bien moins abondants que les
oxydes de Fer (Navel, 2012).

1.2.6.3 Cuivre dans la solution du sol

La fraction de cuivre présente dans la solution du sol est faible, de I’ordre de 1 a 2% de
la teneur en cuivre totale du sol (Sauvé et al., 1997, Agbenin et Felix-Hennigsen, 2004). Dans

la solution du sol, on trouve le cuivre sous les formes suivantes :

e le cuivre chélaté a la matiere organique dissoute tels que les acides aliphatiques, les
acides aminés, les acides phénoliques, les peptides, les protéines, les polysaccharides ou
les acides humiques et fulviques (Kabata Pendias et Pendias, 2011)

e le cuivre complexé a des ligands inorganiques comme OH-, HCO3/COs*, H,PO4
/HPO4>,CI", SO+%, S?> (McBride, 1981)

e le cuivre sous forme ionique libre : Cu(H.0)e?".

La liaison a des ligands inorganiques est moins stable que celle a des ligands organiques.
De part leur forte affinité avec le cuivre, les complexes organiques dominent donc la spéciation

du cuivre dans la solution du sol (Ma et al., 2006). Dans la solution du sol, le cuivre est donc
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le plus souvent complexé a de la matiére organique dissoute (Cu-MOD) mais on le trouve
également sous sa forme libre Cu?* (Sauvé et al., 1997).

1.2.6.4 Pollution des sols par le cuivre

La contamination des sols par les métaux lourds devient une menace mondiale en raison
de ses impacts négatifs sur la sécurité environnementale (Wang et al., 2018). Les activités
anthropiques en particulier lI'application de produits agrochimiques sont les principales sources
d'accumulation de cuivre dans le sol (Gallego et al., 2012). Habituellement, les produits
agrochimiques a base de cuivre, tels que les engrais et les produits phytosanitaires destinés a
améliorer le rendement des cultures et a lutter contre les maladies des plantes, sont les
principales sources de dép6t de cuivre dans les sols, en raison de leur utilisation étendue dans
les pratiques agricoles (Husak, 2015). Luo et al., (2009) ont signalé que I'apport annuel de Cu
sous forme de produits agrochimiques peut dépasser 5000 tonnes (Oorts, 2013). L'utilisation
intensive de Cu dans l'alimentation animale augmente le dép6t de Cu dans les sols en utilisant
les fumiers de ces animaux, pendant la production végétale (Rehman et al., 2019a). Xiong et
al.,(2010) ont constaté que la concentration de Cu dans les fumiers des animaux atteignait
jusqu'a 2016 mg kg™. Ce polluant métallique ne peut pas étre dégradé biologiquement ou
chimiquement ; par conséquent, ils constituent de graves menaces pour l'environnement

écologique, la sécurité alimentaire et la santé humaine (Olawoyin et al., 2012).

a. Action du cuivre sur le sol

Le niveau élevé de Cu dans le sol est connu pour étre toxique pour les micro-organismes,
perturbant le cycle des nutriments et inhibant la minéralisation des nutriments essentiels comme
I'azote (N) et le phosphore (P). Les microorganismes du sol (y compris ceux qui assurent la
nitrification) sont également sensibles au toxicité du cuivre dans le sol (Cheng et al., 2014).
L'exces de cuivre entrave diverses activités enzymatiques du sol comme les phosphatases
alcalines et acides, la nitrate réductase, l'uréase et la cellulase, polyphénol oxydase et
peroxydase (Yang et al., 2021 ; Cao et al., 2020 ; Kuziemska et al,. 2020 ; Bartkowiak et al.,
2020 ;Wyszkowska et al., 2017). Akinnifesi et al. (2006) ont signalé que I'augmentation de la
teneur en Cu du sol réduisait la quantité de phosphore disponible pour les plantes. De méme,
certains micronutriments sont également affectés, tels que les teneurs en Zn, Mn et Fe (Savithri
et al., 2003).
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1.2.7 Cuivre dans la plante

1.2.7.1 Absorption du cuivre

Les plantes absorbent les ions métalliques de la matrice du sol au niveau de I’épiderme
et du cortex racinaire, puis les transferts vers divers organes (tissus et organites) par le
parenchyme, I'endoderme et le xyléme (Kumar et al., 2020). Cependant, l'absorption de Cu
dans les cellules racinaires peut se faire par transport passif (non métabolique) et / ou actif
(métabolique) a travers différents transporteurs tels que CTR (transporteur de cuivre) et COPT1
(protéine de transport de cuivre) ou co-transporteurs (Sancenon et al., 2004 ; Kumar et al.,
2020).

L'expression des protéines COPT/Ctr dépend de la disponibilité du cation Cu dans la
rhizosphére, du stade de croissance et des conditions environnementales locales, ce qui montre
que l'absorption du Cu est régulée par le développement et I'environnement (Yuan et al. 2011).
Parmi plusieurs protéines, COPT1 est la plus nécessaire pour l'acquisition de Cu du sol. La
COPT1 est un transporteur de Cu(l) de haute affinité situé principalement a l'extrémité de la
racine (Mir et al., 2021).

1.2.7.2 Transport du cuivre vers la partie aérienne

Une fois incorporés dans les racines, le cuivre est chargé dans le xyleme pour permettre

leur transport jusqu’aux parties aériennes de la plante (Boutigny, 2009).

a. Role de transporteur ATPase

Les ions cuivre absorbés par les racines des plantes peuvent étre transférés sous forme
de Cu (1) ou Cu (1), mais généralement sous forme de Cu-complexes (Lange et al., 2017). Les
vaisseaux du xyléme permettent le transfert de cuivre absorbé par les racines vers la partie
aérienne. Le tissu de xyleme responsable de cette action est étudié chez des mutants d'Oryza
sativa dont le transporteur ATPase OsHMAJS de type P1g a montré une meilleure translocation
du cuivre des racines aux pousses (Deng et al., 2013). La ré-oxydation du Cu (1) en Cu (II) a
été observée lors d'un transfert aérien, car Cu (1) forme de meilleurs complexes favorables aux

transporteurs longue distance (Ryan et al., 2013).

b. Role de transporteur NA

Nicotianamine (NA) est un acide aminé synthétisé par les NA synthases (NAS), il joue

également un réle essentiel dans la translocation des minéraux (Hofmann, 2012). Le NA a la

14



Chapitre |. Syntheése Bibliographigue

capacité de se lier a divers types de métaux de transition (Mn, Fe, Co, Zn, Ni et Cu) dans les
vaisseaux du xyleme. Le NA et I'histone ont montré une affinité maximale pour se lier au cuivre,
ce qui définit leur r6le dans le transfert de cuivre lors de la translocation & longue distance
(Tamez et al., 2019). Divers transporteurs comme I'ATPase de type P, le ZIP, le NRAMP et le

COPT sont impliqués dans le transport du cuivre (Kumar et al., 2020).

1.2.7.3 Homéostasie du cuivre dans la cellule végétale

Une fois transportés dans les différents tissus, le cuivre doit étre correctement distribué
dans lI'ensemble des compartiments subcellulaires et & des concentrations non toxiques pour la
cellule. Ceci peut se faire grace a la présence de transporteurs spécifiques et de molécules ou
proteines qui vont prendre en charge ce métal (Boutigny, 2009).

1.2.7.4 Distribution intracellulaire du cuivre

Une fois dans le cytosol, le cuivre est chélaté par des phytochélatines et des
métallothionines (Cobbett, 2002) ou pris en charge par des métallo-chaperonnes (Matson
Dzebo et al., 2018). Les métallo-chaperonnes permettent d'acheminer le métal a une protéine
cible spécifique via des interactions proteine-protéine. Ces metallo-chaperonnes permettraient
aussi d'augmenter la capacité de la cellule a chélater les ions (Fukuoka et al., 2017).Trois types
de métallochaperonnes de cuivre ont été decrits : Cosl7, Ccslet Atx1l qui interagissent
respectivement avec un cytochrome oxydase, une SOD Cu/Zn et une ATPase de type P nommée
Ccc2 (Del Pozo et al., 2010). Deux protéines homologues a Atx1 ont éte identifiées chez
Arabidopsis : CCH et ATX1 qui interagiraient avec les ATPases HMA7 et HMA5 (Andrés-
Colés et al., 2006).
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CCH ATX1
HMA7 Tocmor
(RAN1)

Nucleous

Figure 4: Diagramme hypothétique représentant la distribution des transporteurs de Cu
localisés dans les plantes (homéostasie du Cu). Les transporteurs de la famille COPT sont
représentés en bleu et les transporteurs de la famille HMA en rouge. Les fleches indiquent la
direction suggerée du transport du Cu (Festa et Thiele, 2011 in Rehman et al., 2019a)

1.2.7.5 Réle du cuivre dans la plante

Le cuivre est un micronutriment essentiel avec une trés faible concentration dans les
tissus biologiques. Un niveau optimal de Cu est nécessaire pour une croissance et un
développement normaux des plantes en raison de son implication dans de nombreux processus
biologique des végétaux (Adress et al., 2015). En tant que cofacteur de la protéine, il est
nécessaire au fonctionnement normal de plus de 30 enzymes, dont la plupart catalysent des
réactions d'oxydoréduction (Yruela, 2009).11 joue un réle important dans la photosynthése. En
effet, environ la moitié de la concentration totale de cuivre déposée est présente dans le
chloroplaste, ou elle est principalement associée aux protéines impliquées dans la chaine de
transport des électrons, comme la plastocyanine (Hansch et Mendel 2009).11 a une fonction
capitale dans la mobilisation du fer, le métabolisme des protéines, le métabolisme de la paroi

cellulaire, la respiration mitochondriale et la signalisation hormonale (Ameh et Sayes, 2019).
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Tableau 2: Protéines associées au cuivre et leurs fonctions chez les plantes (Rather et al.,

2020)
Type Protéine Fonction
e P1B-Type ATPases Protéines concernées par
I'exportation de Cu
Surface

cellulaire/compartiment
sécrétoire
Transporteurs et récepteurs

e Ctr (copper

transporter)

Protéines impliquées dans
I'importation de Cu

Ethylene receptor

Agit comme un cofacteur et active
la signalisation de I'éthyléne

Transfert
d'électrons/protéines
Cu

Blue

Cytochrome ¢
oxydase

Joue un réle important dans la
derniére étape de la respiration

Plastocyanine

Transfert d'électrons pendant la
photosynthése

L'élimination des radicaux
libres

Cu/Zn SOD

Piégeur de radicaux libres

Oxydase

Laccase

Désamination des

polyamines

oxydative

Ascorbate oxidase

Régule I'état redox de la cellule

Amine oxidase

Participe a la maturation des parois
cellulaires, a la lignification, oxyde
les diamines.

Polyphenol oxidase

Joue un rdle important dans les
meécanismes de defense contre les
ravageurs et les agents pathogenes

Régulateurs
transcriptionnels

SpL7

Activateur transcriptionnel qui
s'active en réponse a des niveaux de
Cu reduits

Chaperons/Stockage

Atx1 (protéine
antioxydante 1)

Un chaperon métallique
transportant Cu aux ATPases de
type P

Ccs (Cu chaperon
pour la superoxyde
dismutase)

Transporte Cu vers Cu/Zn SOD1

a. Réole dans I’oxydo-réduction

A l'intérieur des plantes, le Cu persiste principalement dans deux états d'oxydation, Cu

+

(I'état réduit) et Cu*? (I'état oxydé) (Ogunkunle et al., 2019). Le cuivre se lie a différents

molécules a l'intérieur des plantes en fonction de son état d'oxydation. Par exemple, Cu™ se

coordonne généralement avec des composés contenant du soufre, tandis que Cu*? se lie de

préférence avec des groupes azote ou oxygene imidazole (Whitby et al., 2018). En raison de

son double état oxydatif, le Cu peut établir des liaisons avec un certain nombre de biomolécules

telles que les protéines (Ghazaryan et al., 2019).
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b. Production des ROS

le cuivre intervient dans la production des ROS par réaction de Fenton en raison de sa
nature redox-active (Zhang et al., 2020). Lors des réactions en chaine de ces réactions
biochimiques, des ROS sont générés naturellement, jusqu'a ce que les réactions soient arrétées
par un ou plusieurs antioxydants. Cette fonction du Cu peut jouer un double réle chez les
plantes : positive lorsque le niveau des ROS a I'état d'équilibre est maintenu dans le métabolisme
des plantes et négative lorsque la surproduction des ROS peut provoquer un stress oxydatif sur
des composants cellulaires essentiels tels que I'ADN, les protéines et les lipides (Manzl et al.,
2004).

c. Transport d’électrons

Le role le plus essentiel du Cu dans les plantes est le transport d'électrons dans le
chloroplaste et les mitochondries (Aguirre et Pilon, 2016). En absence de cuivre, les
plastocyaninesne ne sont pas fonctionnelles et la chaine de transfert d’électrons

photosynthétique ne peut plus fonctionner, ce qui est létal pour la plante (Boutigny, 2009).

d. Production de H>O»

La nature redox du cuivre est également considerée comme bénéfique pour les plantes
jusqu'a des niveaux supra optimaux. En raison de sa nature redox, le cuivre améliore la
génération de H.O> (peroxyde d'hydrogene), qui est une molécule de signalisation pour divers
processus et peut moduler la croissance et le développement des plantes (Nazir et al., 2019).
De plus, il a été rapporté que le H2O> est lié a diverses réglementations de la croissance et du
développement des plantes telles que l'activation de la résistance/tolérance des plantes aux
conditions de stress (Zhou et al., 2018).

1.2.7.6 Carence du cuivre

Les plantes cultivées sous carence en cuivre ont montré une altération de la chaine de
transport photosynthétique, qui est principalement due a l'inhibition de la fonction de la
plastocyanine (Abdel-Ghany et Pilon, 2008). les plantes présentent des symptomes
chlorotiques, un retard de croissance, une diminution du taux de croissance, un enroulement
des marges des feuilles, une chlorose des jeunes feuilles, une diminution de la formation des
fruits, un dépérissement des tiges et les activités des enzymes deviennent inactives (Thomas et

al., 2016 ; Shabbir et al., 2020). Une carence en cuivre entraine également des variations dans
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la régulation d'un certain nombre de génes qui controlent le fonctionnement de différents

processus (Thomas et al., 2016).

1.2.8 Transfert sol-plante du cuivre
1.2.8.1 Biodisponibilité

La biodisponibilité est I’aptitude d’un élément a étre transféré d’un compartiment
du sol wvers un organisme vivant (bactérie, végétal, animal, homme). Lorsque
I’organisme vivant est une plante, on parle de phyto-disponibilité (Baize, 1997). Les plantes ne
sont pas en mesure d'accéder entierement a la masse totale de métaux présents dans le sol
(Violante et al., 2010). La phytodisponibilité de cuivre a souvent été reliée au pH de la solution
du sol et a sa spéciation physique et chimique dans la solution du sol (Muyumba et al., 2018).

L’évaluation de la phyto-disponibilité des métaux pour les plantes, peut étre utilisée
pour prévenir (i) de leur accumulation possible dans les organes consommés des plantes
pouvant induire des risques pour la sant¢ humaine et (ii) d’'une éventuelle toxicité de ces

élements, cela pouvant entrainer une baisse de rendements agricoles (Adrees et al., 2015).

1.2.8.2 Facteurs influencant la biodisponibilite du cuivre

a. pH dusol

Divers facteurs et processus du sol contrdlent la sorption / la précipitation / la désorption
des métaux dans le sol (Sharma et al., 2009). Plusieurs études ont montré que, le pH du sol a
un effet plus important sur la mobilité et la phytodisponibilité des métaux dans le sol par rapport
a d'autres facteurs du sol (Morel et al., 2014;Sacristan et Carbo, 2016 ;Qu et al., 2018). Dans
le sol, la stabilité du cuivre dépend fortement du pH et sa mobilité augmente avec la diminution
du pH du sol (Draszawka-Bolzan, 2017).

b. Matiere organique

Outre le pH du sol, la teneur en matiere organique du sol (MO) joue un rdle tres
important dans la mobilité et la disponibilité des métaux lourds dans le sol, y compris le Cu
(Laurent et al., 2020) . La matiere organigue est associée a la capacité du sol a retenir le Cu et
d'autres métaux dans le sol (Shahid et al., 2014a). Elle enrichit également la solution du sol

avec des produits chimiques qui chélatent et améliorent la phyto-disponibilité des métaux. Il est
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bien connu que I'adsorption de Cu sur les particules du sol est élevée dans les sols a forte teneur
en MO (Antoniadis et al., 2008).

Dans le sol, la MO forme des complexes trés forts avec le Cu. Par conséquent, le
complexe Cu-MO est généralement la forme la plus prédominante de cuivre dans les sols a forte
teneur en MO (Aradjo et al., 2019). Certaines études ont rapporté qu'environ 90 % du Cu total
du sol était trouvé sous forme de Cu-OM, selon la concentration de Cu dans le sol (Rutkowska
et al., 2013 ;Conde-Cid et al., 2019).

c. Activités racinaires

Les activités racinaires peuvent modifier les propriétés chimiques du sol (pH,
concentrations ioniques, potentiel rédox, teneur en COD) et mobiliser des éléments en traces
métalliques a partir de la phase solide du sol et ainsi modifier leur biodisponibilité (Hinsinger
et Courchesne, 2008). Les modifications de pH induites dans la rhizosphere peuvent avoir

plusieurs origines :

e Le déséquilibre des charges traversant la membrane plasmique en lien avec le bilan des
cations/anions absorbés par les cellules racinaires,
e La libération d’anions organiques,

e Larespiration racinaire et le couplage avec des processus rédox (Hinsinger et al., 2003).

En modifiant le pH de la rhizosphére, les plantes peuvent modifier la spéciation et donc
la biodisponibilité de Cu puisque le pH est impliqué dans de nombreuses réactions chimiques
du sol (dissolution/précipitation, adsorption/désorption, complexation) (Chaignon, 2001 ;

Hinsinger et Courchesne, 2008).

d. Activités microbiennes

Comme les activités racinaires, les activités microbiennes stimulées dans la rhizosphére
via I’exsudation racinaire de composés organiques et la rhizodéposition peuvent agir sur la
spéciation des éléments métalliqgues (Cu, Fe et Zn) et par conséquent sur leur
biodisponibilité (Jones et al., 2009).Les activités microbiennes sont a l'origine de la
modification de propriétés chimiques du sol comme le pH, le potentiel rédox et la concentration
de ligands organiques. La production d’acides organiques, d’enzymes et d’acides aminés peut
favoriser la mobilisation d’ions métalliques par hydrolyse enzymatique, protonation et

complexation (acidolyse, acido-complexolyse et complexolyse) a partir de la phase solide. La
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dégradation microbienne de ligands organiques complexant des métaux comme Cu peut
également augmenter la concentration en solution et donc la disponibilité des métaux

initialement complexés (Bourrelier et Berthelin, 1998).

1.2.8.3 Mobilisation de cuivre dans la rhizosphere

Dans un premier temps, la plante doit rendre mobilisables les métaux présents dans le
sol. En effet, les métaux peuvent étre inaccessibles car ils sont souvent sous forme
insolubles. Le cuivre est insoluble dans le sol a cause de leur adsorption sur
l'argile, le calcaire ou la matiere organique (Palmer et Guerinot, 2009). L'insolubilité est
d'autant plus importante pour les sols alcalins. Pour s‘affranchir de ce probléme, les plantes ont
développe une stratégie consistant a acidifier le sol pour rendre ces métaux accessibles. Ceci

est réalisé grace a une ATPase a protons (de la famille des AHA, Arabidopsis H" ATPase) qui

exporte des protons dans la rhizosphére entrainant une diminution locale du pH (Boutigny,
2009).

1.2.9 Toxicité du cuivre

Les cultures agricoles sont soumises a stress abiotiques drastiques dans les terres
cultivées comme la sécheresse, la salinite et les métaux lourds. La toxicité du cuivre est un
probléme défavorable important dans les cultures vivrieres et les plantes d’importance
économique (Wuana et Okieimen, 2011). Une concentration plus élevée de Cu est toxique
pour les plantes, causant des effets négatifs importants allant des niveaux morphologiques et
physiologiques aux niveaux moléculaires et sont évidents a tous les stades de croissance des
plantes (Adrees et al., 2015). La toxicité du cuivre dans les plantes est une contrainte
considérable qui non seulement réduit la croissance des plantes mais dégrade également la

qualité des aliments (Wuana et Okieimen, 2011).

1.2.9.1 Bioaccumulation

L'accumulation de cuivre dans les tissus végétaux dépend de la teneur en cuivre du sol
et du stade de croissance de la plante. Les effets de la toxicité du Cu sont principalement la
croissance et la morphologie des racines, car le Cu a tendance a étre fortement absorbé par les
racines des plantes et n'est pas facilement transporté vers les parties aériennes des plantes
(Rehman et al., 2019a).Pedersen et al., (2000) ont signalé que la translocation du Cu vers les
parties aériennes de la plante est efficacement limitée par la forte accumulation de Cu dans les

racines. Plusieurs recherches sur Triticum aestivum (Mahmud et al., 2013), Trigonella foenum-
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graecum (Elleuch et al., 2013), Phyllostachys pubescens (Chen et al., 2015), Eclipta alba
(Chandrasekhar et Ray, 2017), et Boehmeria nivea L. (Rehman et al., 2019b) indiquent que
le cuivre a une tendance a s‘accumuler dans les tissus racinaires avec peu de mouvement
ascendant vers les pousses. Gharbi et al. (2005) ont montré que dans la laitue, I'accumulation
de Cu était plus élevée dans les racines que dans les pousses, (60 a 80 % du Cu total de la plante
est accumulée dans les racines). Cependant, dans les épinards, il n'y avait pas de différence

significative dans la teneur en Cu entre les racines et les parties aériennes.

1.2.9.2 Toxicité du cuivre pour les racines des plantes

La toxicité du cuivre survient d'abord dans les racines puis affect divers processus
physiologiques dans les parties aériennes (Cambrollé et al., 2013a). Des niveaux élevés de Cu
dans le sol peuvent restreindre et endommager la croissance des racines, entrainant ainsi une
diminution de I'absorption des nutriments et de I'eau par les racines (Sheldon et Menzies,
2005 ;Kopittke et al., 2011). La diminution de la croissance des racines est généralement
associée a la déchirure et a la rupture de I'épiderme racinaire et du cortex externe (Kopittke et
al., 2011a). La toxicité du cuivre provoque un retard de croissance des racines, qui comprend
un plus petit nombre de ramifications, une coloration sombre, un développement médiocre et
un épaississement moindre (Marques et al., 2019).L'excés de cuivre entraine également une
surproduction d'H20-, ce qui va les rigidifier et géner la croissance des cellules (Lin et al.,
2013). La croissance des racines est plus gravement affectée par I'augmentation de Cu que celle
des pousses, ce qui est evident en raison de la rétention de la majeure partie du Cu absorbé par
les plantes (Rather et al., 2020).

1.2.9.3 Effet du cuivre sur la croissance des plantes

Une accumulation excessive de Cu affecte la croissance et le métabolisme des plantes
(Baldi et al., 2018a; Gong et al., 2019; Jaime-Pérez et al., 2019; Marques et al., 2019). Le
stress du cuivre a une interférence significative avec la croissance des plantes directement et
indirectement. Certaines études antérieures ont rapporté une inhibition de la croissance des
plantes sous ’effet de stress en cuivre (Jaime-Pérez et al., 2019; Marques et al., 2019). La
diminution de la croissance causée par le cuivre est bien connue pour différentes espéces
végétales : Brassica napus (Mwamba et al., 2016), Zostera muelleri (Buapet et al., 2018),

Phaseolus vulgaris (Bouazizia et al., 2010).
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1.2.9.4 Toxicité du cuivre sur la morphologie des plantes

L'exposition au stress au Cu entraine un remodelage de la morphologie des racines (Cai
et al., 2014), puisque la racine est le premier organe a entrer en contact avec le contaminant.
L'utilisation d'images numériques des racines est un parametre important pour l'analyse du
développement des racines. Toutefois, il convient de mentionner qu'il existe peu d'études sur la
morphologie des racines des especes indigénes et que cela se produit souvent en raison de la
difficulté a analyser cet organe souterrain (Shabbir et al., 2020). Il a également été signalé que
le stress au Cu diminue la surface et I'expansion des feuilles, ainsi que la taille de la tige chez
plusieurs plantes (Barbosa et al., 2013 ; Feigl et al., 2013).

1.2.9.5 Toxicité du cuivre sur la physiologie des plantes

a. Toxicite sur la photosynthése

Un exces de cuivre affecte négativement la teneur en pigments des vegétaux et
finalement le processus de la photosynthese (Adrees et al., 2015). Certaines études ont montré
que la réduction de la teneur en pigments et la limitation de la photosynthese fait partie des
principaux effets de la toxicité du Cu (Jaime-Pérez et al., 2019 ; Lwalaba et al., 2019). Le Cu
entrave la synthése des appareils photosynthétiques en affectant la composition des pigments

et les protéines de la membrane photosynthétique (Bazihizina et al., 2015 ; Silva et al., 2018).

L'exposition des plantes a des niveaux éleves de Cu peut affecter les facteurs lies a la
photosynthése des plantes tels que l'efficacité PSII, la diffusion du dioxyde de carbone, le
transport d'électrons (Gong et al., 2019) et la photorespiration (Marcec et al., 2019; Ryszka
et al., 2019).Le cuivre peut également induire une toxicité pour la photosynthese en augmentant
la génération de ROS (Gong et al., 2019). En fait, il a été démontré que les ROS affectent le
flux d'électrons dans I'ETC photosynthétique, et par conséquent affectent le processus de la
photosynthése (Shahid et al., 2014b). Par exemple, la sur-génération de H.O. affecte la
synthese de la protéine PSII et par conséquent détruit la membrane chloroplastique (Gomes et
al., 2014).

b. Production d’espéces réactives dérivées de ’oxygene (ROS)

L’exposition a certaines pollutions environnementales provoque chez les organismes
photosynthétiques une surproduction d’espéces réactives dérivées de 1’oxygene (ROS), a
I’origine d’un stress oxydatif pouvant entrainer leur mort (Natasha et al., 2018; Shahid et al.,

2020a). Le cuivre est associé a la production des ROS dans les plantes via différentes réactions :
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la réaction de Fenton (Ameh et Sayes, 2019 ; Marcec et al., 2019) ou la réaction Haber-Weiss
(Kapoor et al., 2019; Nieves-Cordones et al., 2019). L'augmentation de la génération des ROS
entraine des dommages oxydatifs a diverses macro-molécules essentielles telles que les
protéines, I'ADN et les lipides (Srinivas et al., 2018). Ces interactions de ROS avec les
biomolécules conduisent finalement a l'endommagement de divers organites cellulaires
(Shahid, 2017).

0Oy, 10,

X

Figure 5: Production des ROS (H202, HO., 102, O2+-) et les antioxydants (CAT, SOD,
APX, AA, GR, POD) apres I’exposition a un excés de cuivre. (Adrees et al., 2015).

c. Altérations de la structure des protéines

Les protéines sont particulierement sensibles a ’action des ROS. Plusieurs mécanismes
directs ou indirects de modifications sont connus (Srinivas et al., 2018). Les protéines les plus
touchées sont celles comportant un groupement sulphydryle (-SH), comme c’est le cas pour de
nombreuses enzymes et protéines de transport (Stadtman et Levine, 2000). Le peroxyde
d’hydrogene, mais surtout le radical hydroxyle sont capables d’oxyder ces groupements,
conduisant a I’inactivation de certaines enzymes. En particulier, la présence de radicaux
hydroxyles est a I'origine de dégradations irréversibles des protéines, par la formation de
groupements carbonyles sur la chaine latérale de certains acides aminés. Ainsi, 1’histidine,
I’arginine, la lysine ou encore la proline sont des cibles privilégiées de ce processus d’altération

oxydative (Stadtman et Levine, 2000 ; Hasanuzzaman et al., 2020).

Les espéces réactives de lI'oxygene alterent la liaison covalente et induisent I'oxydation

des protéines. Tout acide aminé protéinogéne peut étre oxydé par les ROS, altérant ainsi les
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activités metaboliques, structurelles, de transport ou de régulation des protéines. Comme effet
secondaire, certains produits de la peroxydation lipidiqgue comme I'hydroxynonénal et le MDA
peuvent réagir avec les protéines en modifiant I'arginine (Arg), la lysine (Lys), la proline (Pro),
la thréonine (Thr) et le tryptophane (Trp) et entrainer une dégradation protéolytique
(Hasanuzzaman et al., 2020).

d. Peroxydation lipidique

Les lipides sont considérés comme des composants cellulaires de grands importances,
en raison de leur réle clé dans plusieurs processus biochimiques. Tels que, le maintien de
l'intégrité et de la composition des organites cellulaire, la construction des membranes
cellulaires et la production dénergie pour les métabolismes cellulaires (Degournay, 2018).
Cependant, des niveaux élevés de ROS dans la cellule sont capables d’endommager la totalité
des macromolécules cellulaires. Provoquent ainsi, l'initiation du processus de peroxydation
lipidique (Yalcinkaya et al., 2019). La peroxydation lipidique est le résultat d'une
surproduction de ROS induite par le cuivre. Elle est considérée comme un indicateur du stress

oxydatif chez les plantes (Kapoor et al., 2019).
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Lipide peroxydation Dommages protéines Dommages ADN Carbohydrates

Initiation = Modification réversible Oxydation des sucres - Modification des
S-acides aminés (Cys/Met) de desoayribase N .
Membrane L+OH" S =y enzymes métaboliques

L* ,LOO" ,LOOH
= Modification irréversible
carbonylation des protémes Modification des Inhibition des enzymes
. Oxydation des protéines A Wo— de la glycolyse et du
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L ey

Figure 6: Dommages cellulaires causés par les espéces réactives de I'oxygéne dans les plantes.
(L* : Radical libre lipidique ; LOO" : radical peroxyle lipidique ; LOOH : hydroperoxyde
lipidique ; LO" : radical alkoxyle lipidique). (MDA : malondialdehyde ; HNE : 4-hydroxy-2-
nonenal) (TCA : cycle de Krebs). (Hasanuzzaman et al., 2020)
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1.2.10 Homéostasie du cuivre

Tous les organismes vivants, y compris les plantes, sont dotés d'une défense cellulaire
intrinseque pour combattre et tolérer le stress oxydatif (Buapet et al., 2019). L'homéostasie du
cuivre, qui élucide la capacité des plantes a réguler des niveaux déficients et toxiques, est
principalement mise en évidence par l'induction de génes spécifiques ainsi que par des

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Navarrete et al., 2019).

Afin de maintenir un niveau optimal de Cu dans différents tissus végétaux et de contrbler
la production de ROS, un certain nombre de génes et de protéines de transport travaillent
ensemble a l'intérieur des tissus végétaux. Le rble de ces génes et protéines de transport est de
contréler le mouvement du Cu a I'intérieur des plantes (Grgnberg et al., 2016; Ghazaryan et
al., 2019).

1.2.10.1 Rdle des enzymes antioxydantes

Le r6le des différentes enzymes antioxydantes dans la condition de stress en cuivre est
trés crucial contre l'augmentation de la production de ROS (Gong et al., 2019; Lai et Luo,
2019; Souza Junior et al., 2019). Les enzymes antioxydantes comprennent principalement
CAT (catalase), SOD (superoxyde dismutase) et POX (peroxydase) (Kapoor et al., 2019). Ces
enzymes antioxydantes peuvent atténuer l'effet de I'augmentation des ROS en les piégeant en
produits inoffensifs. Ces enzymes jouent un réle important dans la différenciation des niveaux
optimum et toxique des ROS (Liu et al., 2018b). Plusieurs études ont rapporté une
augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes (SOD, GPX, APX et CAT), qui a
provoqué la désintoxication des ROS et une diminution des dommages oxydatifs de plusieurs
plantes. (Buapet et al., 2018 ; Gong et al., 2019; Rehman et al., 2019). Le superoxyde
dismutase catalyse la dismutation du superoxyde en H»O, et en oxygene moléculaire. La
catalase convertit H,O2 en O et H20, tandis que POX est important pour la réduction de H20>
en H20. (Pourrut et al., 2011 ; Buapet et al., 2018).

1.2.11 Effet du cuivre sur la santé humain :

Le cuivre se trouve dans une variété d'aliments et est également disponible sous forme
de suppléments. L’alimentation humaine moyenne fournit environ 1,4 mg/jour pour les
hommes et 1,1 mg/jour pour les femmes (Collins, 2014 ; Prohaska, 2012), tandis que le niveau

d'apport le plus élevé sans danger pour une exposition chronique est de 10 mg/jour
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(Mahurpawar, 2015). L'apport minimum recommandé par I'organisation mondiale de la santé
(OMS) est de 1,3 mg/jour pour un adulte.

Des concentrations de cuivre supérieures a 20 pg/g peuvent étre toxiques ; cependant,
le sérum humain normal contient 12.7 a 22. 2 umol/l de Cu (Woimant et al., 2019). La toxicité
du Cu chez les humains pourrait étre due a l'augmentation du stress oxydatif combinée a des
perturbations prononcées du systeme endocrinien (Uriu-Adams et Keen, 2005). Selon le
rapport de l'organisation mondiale de la santé (2017), une consommation excessive de Cu dans
les boissons et I'eau potable a entrainé des nausées, des vomissements et des diarrhées chez
I'nomme. Winge et Mehra (1990) ont documenté que I'empoisonnement au Cu au stade
précoce provoque la faiblesse, la léthargie et l'anorexie chez les humains et plus tard, il
endommage le tractus gastro-intestinal et provoque la nécrose des reins (Barceloux et
Barceloux, 1999). Desai et Kaler (2008) ont souligne que I'exces de Cu dans le corps humain
entraine des dommages mitochondriaux, des ruptures de I'ADN, des lésions cérébrales et

diverses autres troubles neurologiques.

1.2.11.1 Maladie de Wilson

Une maladie autosomique récessive rare, présentent un risque élevé de toxicité au
cuivre. La maladie de Wilson, qui est causée par une mutation de I'ATP7B, entraine des taux
de cuivre anormalement élevés dans les tissus en raison d'un défaut de clairance du cuivre
(Zigrai et al., 2020). Les personnes atteintes de cette maladie peuvent développer des Iésions
neurologiques et hépatiques pouvant aboutir a une cirrhose. Les patients peuvent également
développer une hépatite aigué, une crise hémolytique et une insuffisance hepatique (Collins,
2014). L’exposition a un niveau ¢élevé de Cu altére la structure et la fonction du foie et du

cerveau en raison de l'accumulation de Cu dans ces organes (Wilson et Pyatt, 2007).
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1.3 La Féve
1.3.1 Introduction

La féve (Vicia faba L.) est I'une des Iégumineuses les plus importantes au monde. La
production mondiale de féves etait de 5,66 millions de tonnes métriques en 2020, ce qui
représente une augmentation d'environ 23.1 % par rapport aux 4,35 millions de tonnes
métriques en 1990. Au niveau régional, I'Asie est en téte avec 33,55 % de la production
mondiale totale de la feve, suivie de I'Europe (UE) et de I'Afrique, avec respectivement 29,36
% et 27,04 % (FAO, 2020).

Les trois pays les plus producteurs sont la Chine, I'Ethiopie et Royaume-Uni (FAO,
2020 ; Lee et al., 2020). L’algérie couvrent actuellement une moyenne de pres de 39 948
hectares avec une production de 49 857 tonnes, 53,5% de la production total destinée a
I’alimentation humaine. La part de la féverole, dont la principale utilisation est son
incorporation dans la fabrication d’aliments du bétail. (FAO, 2020 ; Maatougui et al., 2017).
La féve est considérée comme une culture importante du point de vue écologique, nutritionnel

et économique (Xiao et al., 2021).

Les graines fraiches et séches de la feve sont utilisées pour la consommation humaine ;
ells sont tres nutritives car elles ont une teneur élevée en protéines (jusqu'a 35% dans les graines
seches) en glucides (58,3 %) et en fibres alimentaires (25,0 %) (USDA, 2021) et sont une bonne
source de nombreux eléments minéraux, tels que K, Ca, Mg, Fe et Zn (Longobardi et al., 2015;
Neme et al., 2015). Les graines de la féve contiennent également plusieurs autres composés
bioactifs, tels que les polyphénols (Turco et al., 2016), les caroténoides (Neme et al., 2015) et
les glucides (Landry et al., 2016). Cependant, la composition chimique est fortement
influencée par la variété, ainsi que par les conditions environnementales et de gestion (Cazzato
et al., 2012; Witten et al., 2015).

La superficie mondiale consacrée a la culture de la feve a presque diminué de moitié,
passant de 5,4 millions d'hectares en 1961 a 2,67 millions d'hectares en 2020, mais sa
productivité a augmenté de 0,9 t/ha a 2,2 t/ha au cours des années correspondantes (FAOSTAT,
2021). Les raisons de ce déclin sont complexes, mais comprennent la concurrence du soja,
I'abandon dans les zones ou les mauvaises herbes parasites sont devenues endémiques, et
I'instabilité des rendements, car la culture est sensible a de nombreux stress biotiques et

abiotiques. Bien que des progrés significatifs aient été réalisés dans la lutte contre les stress

28



Chapitre |. Syntheése Bibliographigue

biotiques, la recherche sur la maitrise des stress abiotiques est limitée (Duc, 1997 ; Mulugeta
et al., 2019).

1.3.2 Caractéristiques de la plante

1.3.2.1 Classification botanique de la feve

Décrite par Linné en 1753, la feve Vicia faba L. est une plante dicotylédone herbacée
originaire d’Asie ou du Moyen-Orient (Duc, 1997). Sa culture est tres ancienne et pratiquée
dans le monde entier (Tanno et Willcox, 2006).

Selon Reta Sanchez et al. (2008) ; la feve est classée botaniquement comme suit :
e Regne Plantae
e Sous-régne Tracheobionta
e Division Magnoliophyta
e Classe Magnoliopsida
e Sous-classe Rosidae
e Ordre des Fabales
e Famille des Fabaceae
e Genre Vicia

e Espece faba

Le genre Vicia comprend environ 120 espéces réparties principalement dans les régions
tempérées de 1I’hémisphére nord. La taxonomie interspécifique de Vicia faba L. préte a
confusion. Plusieurs variétés ont été distinguées sur la base de la morphologie et la taille des

graines du cultivar, ont été nommées comme mentionné ci-dessous :

- Vicia faba var. minor Beck et Vicia faba var. equina Pers, ou féveroles dont les graines sont
respectivement de petite taille et de taille moyenne. Elles sont principalement cultivées pour

I’alimentation animale ou comme engrais vert ;

- Vicia faba var. major Harz, ou feve proprement dite se distingue par la taille importante de

ses graines. Elle est destinée a I’alimentation humaine. (Nuessly et al., 2004)

1.3.2.2 Description morphologique de la féeve

La feve (Vicia faba L) est une plante herbacée annuelle diploide (2n = 12 chromosomes)

et partiellement allogame (Wang et al.,, 2012).Plante robuste, grimpante, qui peut
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atteindre plus d’un métre (Peron, 2006).Elle est formée d’un appareil végétatif et d’un appareil
reproducteur. L’appareil végétatif comprend : les racines, la tige et les feuilles quant a son
appareil reproducteur, il est formé par les fleurs qui sont a I’origine des fruits et des graines
(Wang et al., 2012).

‘ \ 7 250 (2
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Figure 7: Les différentes parties de la feve Vicia faba L. (Thomé, 1885).
a. Les racines
Selon Duc (1997), le systeme racinaire de V. faba L. est formé par une racine principale

pivotante et des racines secondaires portant des nodosités contenant des bactéries fixatrices

d’azote (Rhizobium leguminosarum).

La profondeur de systéme radiculaire de la feve est influencée par le régime de travail
du sol, il peut s’enfoncer jusqu'a 80 cm de profondeur, les nodosités sont abondantes dans les

30 premiers centimétres (Zhao et al., 2018 ; Mufioz-Romero et al., 2011).
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b. Les feuilles

Les feuilles sont alternes, composées-pennées, constituées par 2 a 4 paires de folioles
ovales, mucronées, sans vrille, de couleur vert glauque ou grisatre. Les stipules bien visibles en

forme dentées (Chaux et Foury, 1994).

c. Lesfleurs

Les fleurs ont une structure typiquement papilionacée et sont regroupées en
inflorescences, de 2 a 3 cm de long, de couleur blanche, marron ou violette et portent sur chaque
aile une macule noire ou marron (Fig. 8) (Duc et al., 2015; Heuzé et al., 2016). L’inflorescence
est en grappe axillaire de 1 a 6 fleurs. Les fleurs sont constituées d’un calice a 5 sépales, d’une
corolle blanche a 5 pétales (la carene, les ailes et 1I’étendard), de 10 étamines dont 9 sont soudées
et 1 libre. L’ovaire est supere et sessile avec 2 a 4 ovules allant parfois jusqu'a 9. La floraison
débute en moyenne au niveau du 7éme nceud et continue jusqu’aux 20 nceuds suivants (Brink
et Belay, 2006). La reproduction chez la féve peut étre selon les lignées autogame ou allogame,
mais 1’activité de butinage des abeilles sur la féve assure une pollinisation croisée et améliore
significativement la production de la plante par rapport a 1’autofécondation (Benachour et al.,
2007).

Figure 8: Fleurs de la feve (Duc et al., 2015)

d. Les fruits

Les fruits sont des gousses charnues qui peuvent avoir de 10 a 20 cm de long selon les
variétés et contenir un nombre variable de graines (4 a 9). A 1’état jeune, les gousses sont de
couleur verte puis noircissent a maturité (Chaux et Foury, 1994). Les gousses sont pourvues

d’un bec et elles sont renflées au niveau des graines (Brink et Belay, 2006).
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e. Lesgraines

Les graines sont charnues, varient considérablement en taille, sont oblongues a
largement ovales avec un hile proéminent a I’extrémité ; leur couleur peut étre jaune, verte,

brune, noire ou violette, et parfois des graines sont tachetées (Duc et al., 2015).

Chaux et Foury (1994) rapportent que la faculté germinative de la graine peut se
maintenir 6 a 10 ans et méme au-dela et que la graine est a germination hypogée c’est-a-dire

que les cotylédons restent en terre et ¢’est I’épicotyle qui émerge du sol.

Figure 9: Différentes formes de grains de la feve (Duc et al., 2015)

1.3.3 Exigences de la feve

La feve est localisée dans I'étage bioclimatique de 250 mm de pluie, tolere bien
le froid (jusqu'a -3 et -4°C) (Herzog, 1984) et les hautes tempeératures ; la somme de
températures nécessaires pour accomplir son cycle végeétatif varie de 1900 a 2000 °C (Carlu,
1952). Cette plante méditerranéenne est peu exigeante sur le plan type de sol, a condition que
ce dernier soit bien ensoleillé et pas trop acide. Son pH optimal se situe aux environs de 6,75,
mais elle tolére bien les pH compris entre 5,5 et 8. Sa température optimale de pousse se situe
aux environs de 20°C (Foltete, 2010).

1.3.4 Cycle biologique de la feve

La féve est une plante annuelle, son cycle complet, de la graine a la graine est d’environ
5 mois (Chaux et Foury, 1994). D’aprés Brink et Belay (2006), le développement de la feve
est caractérisé par cing stades principaux : germination et levée, développement végétatif,

développement reproductif, sénescence de la gousse et sénescence de la tige.
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1.3.5 Importance agronomique

Comme toutes les légumineuses, I’espéce Vicia faba L. assure sa nutrition azotée par
deux voix : I’assimilation de 1’azote minéral du sol et la fixation symbiotique de 1’azote
atmosphérique. Cette aptitude a fixer 1’azote atmosphérique limite I’utilisation des engrais
azotés qui sont couteux pour I’agriculteur et néfasts pour la santé humain et I’environnement
(Stoddard et al., 2010). I'inclusion de la feve dans la rotation des cultures réduit le besoin
d'engrais azoté inorganique et par conséquent réduit les émissions de CO2 (Jensen et al., 2012).
Les autres avantages fournis par la feve dans les systéemes de rotation comprennent
I'amélioration des propriétés physiques du sol, le maintien de la fertilité du sol et la perturbation
des cycles des ravageurs et des maladies (Adekiya et al., 2017).

La valeur nutritionnelle de la feve est attribuée a sa teneur élevée en protéines. Elle est
aussi une bonne source de glucides, de minéraux, de fibres et de vitamines. Par contre, la
proportion lipidique est faibles (naveelet al., 2004). La féve constitue une source considérable
d’énergie (344 Kcal/100g) et peut efficacement remplacer les protéines animales dans les pays

pauvres (Chaieb et al., 2011).
1.3.6 Intérét en écotoxicologie

La plante Vicia faba est couramment utilisée pour les études cytologiques,
physiologiques, radiobiologiques et I'évaluation de la toxicité des métaux lourds (igbal, 2016).
Les principaux avantages de l'utilisation de V. faba sont sa disponibilité toute l'année, son
utilisation économique, sa culture et sa manipulation faciles ; son utilisation ne nécessite pas de
conditions stériles ou de matériaux colteux et son taux de division cellulaire est rapide ; les
chromosomes sont faciles a évaluer pour les dommages génétiques (Kihlman, 1975;
Poschenrieder et al.,1989; Gdmez-Arroyo et al., 1997; Anwar et al., 2011). I'extrémité des
cellules racinaires de V. faba sont couramment utilisées pour les études cytogenétiques et
mutagénes (Foltete et al., 2011). Les plantes de V. faba sont uniques dans leur capacité a servir
d'organisme sensible, qui offre un large éventail de dommages génétiques, notamment des
mutations génétiques, des aberrations chromosomiques et des dommages nucléaires (Monarca
et al., 2005 ; Leme et Marin-Morales, 2009 ; Gustavino et al., 2012).
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11.1 Expérimentation

11.1.1 Objectif de travail

L’objectif de notre travail de recherche est 1’étude de I’effet du cuivre sur le

comportement morpho-physiologique et enzymatique de la féve Vicia Faba. L.

Cette étude est réalisée dans la serre expérimentale du CRBT Constantine. L’étude

consiste en général :

- Préparation d’un substrat de culture dans des pots en plastique,
- Plantation des deux variétés de la féve,

- Application de stress métallique sous forme de Cu SO4, 5H0,

Le suivi de I’expérimentation a duré 35 jours. L’ensemble des paramétres étudiés ont
été analysés dans le laboratoire de Technologie Agroalimentaire CRBT de Constantine, et le
laboratoire de Biodiversité et Conservation des eaux et des sols de I'université Abdel Hamid

Ben Badis de Mostaganem.

11.1.2 Materiel vegétal

L’étude a été menée sur deux variétés de la feve (Viciafaba L.) : SIDI AICH (V1), une
variété locale, féverole minor fournit par I’ITGC de Constantine, et une autre variété d’origine
Espagnole, SUPER AGUADULCE (V2).

11.1.3 Substrat de culture

Le substrat de culture utilis¢ est constitué d’un mélange de sable et de terreau
commercial (Tab. 3), avec une proportion de 3volumes de sable et 1 volume de terreau. Avant
son usage, Le sable est préalablement lavé a I’esprit de sel, rincé abondamment a 1’eau

déminéralisée pour éliminer les chlorures et les carbonates puis laisser sécher a I’air.

Le sable est mélangé au terreau (3 :1 v v) et mis dans des pots en plastique de 30 cm de
hauteur et 18 cm de diametre, ces pots sont tapisses au fond par du gravier pour assurer un bon
drainage et remplis par une quantité de 2,5 kg de la mélange préparée. Un échantillon est

analysé pour déterminer les propriétés physico-chimiques du substrat (Tab. 4)
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Tableau 3: Compositions du terreau

Caractéristiques Valeurs
Matiére organique 70/ 80 % MS
Matiere seche 40/50 %
Porosité totale du volume 80 % vv
Humidité Min 40% - Max 60%
pH 45-7.5
Conductivité électrique CE 0.7 dS/m
Azote 50 -300mg/1 (N)
Potassium 80— 400 mg/l (K:0)
Phosphate 80 — 300 mg/1 (P:05)
Tableau 4: Propriétés physico-chimiques du substrat.
Propriété Valeur
Granulométrie % (Pipette De Robinson)
@< 2um 7,20
2um <@<50um 1,50
50um << 200um 58.34
200pm<g< 2mm 32.96
pH (AFNOR X31-103 Sol/Eau : 2/5) 6.76
Conductivité Electrique (dS/m) (Iso : 11265 Sol/Eau : 1/10) 1.216
Matiére Organique (%) (Méthode De Walkley) 1.34
Calcaire Total (%) Calcimetre De Bernard Iso : 10693 11.71
C.E.C En Meq/100g de Sol 9.28
U.S.D.A Texture (Sable)

Selon les caractéristiques physico-chimiques du substrat de culture (Tab. 4), la texture
est sableuse. La teneur en matiére organique est moyenne, elle est de 1’ordre de 1.34%. Le pH
est légerement acide (6,76), la capacité d’échange cationique est faible (9.28). Le sol est non
salé avec une conductivité électrique de 1.216 dS/m. la teneur en CaCO3 (11.71%) montre que

le sol est modérément calcaire. (Annexe. 01).

11.1.4 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est réparti en deux lots pour chaque variété, Sidi Aich (V1)
et Super Aguadulce (V2), chaque lot est subdivisé en six compartiments en fonction des doses
de cuivre appliquées : DO (Témoin), D1 (200 ppm), D2 (400 ppm), D3 (600 ppm), D4(800
ppm) et D5 (1000 ppm), chaque compartiment comporte quatre répétitions R1, R2, R3, et R4
(Fig.9).
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Figure 10: Schéma de la répartition des pots de culture dans la serre.

11.1.5 Conduite de P’essai
11.1.5.1 Stérilisation et mise en germination des graines

Les graines des deux variétés sont désinfectées a I'eau de javel a 6% pendant 10 minutes
et rincées plusieurs fois a I'eau distillée pour éliminer toute trace de chlore. Ensuit les graines
sont disposées dans des boites en plastique sur du papier wattman imbibé de I’eau stérile et

mises dans des chambres d’incubation a 20°C.

11.1.5.2 Repiquage des graines :

Aprés la mise en germination, les graines sont repiquées dans les pots contenant le

substrat de culture et irriguées immédiatement par une solution nutritive ACTIFEG.

La culture de la feve a été réalisée dans une serre semi-automatique (CRBT
Constantine), et les conditions de culture ont été maintenues a une température de 19°C pendant
la nuit et de 23°C pendant le jour, et I'humidité relative était d'environ 70% pendant

I'expérimentation (Fig. 10).

Le repiquage a été appliqué le 21/05/2018.
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11.1.5.3 Application de stress métallique :

Figure 11: Culture de la féve dans les pots.

Apres 5 jours du repiquage, les plantes ont subit un traitement avec une solution de Cu
S0s, 5H20 avec les doses suivantes : 0,200, 400, 600, 800, 1000 ppm.

11.1.5.4 Mesure de la capacité de rétention pour ’arrosage

La capacité de rétention est déterminée par la différence entre P1 (poids avant

I’irrigation d’un pot contenant de substrat sec utilis¢ dans 1I’expérimentation) et P2 (poids de

saturation apres 24h de décantation). Elle est égale a 21,4 %, L’arrosage est effectué trois fois

par semaine par I’eau ; substituée une fois sur trois par une solution nutritive Actifeg jusqu'a

I’obtention d’un matériel végétal suffisant pour les analyses (Tab. 5).

Tableau 5: Composition de la solution nutritive Actifeg.

Elément chimique Quantité
N 20%
P20s 20%
K20 20%
S 0.8%
MgO 0.4%
Fe EDTA 650 ppm
Mn 650 ppm
Mo 50 ppm
SOs 0.8%
Cu 60 ppm
Zn 300 ppm
Bore (B) 300 ppm
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Figure 12: Schéma de conduite de I’expérimentation
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1.2 Méthodes

Les plantes ont été prélevées et transférées apres 35 jours de croissance, afin d’analyser

les parametres suivants :

11.2.1 Parametres morpho-physiologiques

11.2.1.1 Parametres morphologiques

Les parametres morphologiques réalisés sont la hauteur de la tige (cm), le nombre des
folioles par plant, la surface foliaire (cm?) déterminée sur leur scan et traitement par
logiciel Image J (Annexe.2), et le volume racinaire (ml) obtenue par immersion dans une

éprouvette graduée.

La matiere seche (MS) est déterminée par séchage a 1’étuve de 1’échantillon pendant 48
heures a 80°C. La biomasse seche des parties aerienne et racinaire de chaque plante est pesee a
la fin de I’expérimentation a I’aide d’une balance de précision et les valeurs sont exprimeées en

gramme (Q).

11.2.1.2 Parameétres physiologiques et biochimiques

A- Teneur relative en eau (TRE)

La teneur relative en eau (TRE) calculée 30 jours aprés I’application du stress métallique

est déterminée selon la méthode de Barrs et Weatherley (1962) par la formule suivante :

TRE (%) = [(PF- Ps) / (PpT- Ps)] x 100

PF : poids frais (g)
Ps : poids sec (g)
PpT : poids de pleine turgescence ()

B- Parameétres biochimiques

a- Dosage des pigments chlorophylliens

Les concentrations en pigments chlorophylliens (chlorophylle a, chlorophylle b,
caroténoides) sont déterminées par spectrométrie selon la procédure citée par Lichtenthaler
(1987), les teneurs sont exprimées en mg/g de matiére fraiche en utilisant les formules suivantes
(Wang et al., 2010):

e chlorophylle a (Chl a)= 12,25 x A663 — 2,79 x A645
e chlorophylle b (Chl b)= 21,50 x A645 — 5,10 x A663
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e caroténoides (CRTN) = (1000 x A470 — 1,82 x Chl a — 85,02 x Chl b)/198.

b- Dosage des protéines

Le contenue protéinique est déterminé selon la méthode Bradford (1976) qui utilise le
sérum albumine bovin (BSA) comme standard. Les concentrations sont calculées d’apres la
lecture au spectrophotométre UV-Visible a 595nm, et sont exprimées en mg/g de matiére

fraiche.

c- Dosage de la proline

La méthode suivie pour la détermination de la concentration en proline est celle de Troll
et Lindsley (1955), simplifiée et mise au point par Dreir et Goring (1974). La concentration
est estimée en mg/g de matiére fraiche aprés conversion de la densité optique lue sur un

spectrophotometre UV-Visible avec une longueur d’onde de 528nm.

d- Dosage des sucres solubles

La détermination de la quantité des sucres solubles est réalisée par la méthode a
I’ Anthrone de Shields et Burnett (1960). Les concentrations sont exprimées en mg/g de

matiére fraiche par spectrophotometre UV-Visible a 585nm.
11.2.2 Parametres enzymatiques

11.2.2.1 Dosage des métabolites secondaires

a- Contenue en Polyphénols TPC
La teneur en polyphénols totaux est déterminée selon la méthode de dosage sur
microplaque décrite par Muller et al., (2010) par I'utilisation du réactif Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965). Les teneurs en TPC sont exprimées en pg/mg de matiere séche et

sont établies par spectrophotometre UV-visible a une longueur d’onde de 760nm.

b- Contenue en flavonoides TFC
Les flavonoides totaux sont déterminés par la méthode de décrite par Topcu et al.
(2007), apres lecture au spectrophotometre UV-visible a 415 nm, les concentrations sont

exprimeées en pg/mg.
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11.2.2.2 Dosage des enzymes antioxydantes
a- Dosage de Catalase (CAT; EC1.11.1.6)

La catalase est déterminée selon la méthode Zhang et al (2009) par spectrophotométre
UV-visible. L’activité de la catalase est déterminée par la régression de I’absorption a 240mm

par intervalle d’une minute, elle est donnée en ADO 240/mg de protéines.

b- Dosage de péroxydase Guaiacol (GPx;CE1.11.1.7)

La péroxydase est déterminée selon la méthode citée par Zhang et al (2009) par
spectrophotometre UV-Visible a une longueur d’onde de 470nm. I’activité de la péroxydase est
calculée par la progression de I’absorption par ¥ minute d’intervalle, elle est exprimée en ADO

470/mg de protéines.
11.2.3 Dosage de cuivre dans la plante

Le dosage du cuivre dans les deux parties de plante (racines et parties aériennes) est
effectué par spectrométric d’absorption atomique (SAA) selon la méthode décrite par Vogel-
Milkus et al., (2005).

11.2.3.1 Facteur de translocation

Le facteur de translocation (TF) a €té calculé a partir de la concentration de métal dans
la partie aérienne de la plante divisée par celle trouvée dans la racine. Le TF est utilisé pour
évaluer le transfert du métal entre la racine et la partie aérienne. Ce facteur est calculé selon

la formule suivante :

concentration du métal dans la partie aérienne

Facteur de translocation (TF)= - - - —
concentration du métal dans la partie racinaire

11.2.4Analyse Statistique

L’ensemble des donnés obtenus sont analysé par stat box version 6.40, une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs, comparaison de moyenne selon le test Newman-Keuls a
p < 0,05.Ainsi une matrice de corrélation a été réalisée a l'aide du test de Pearson a un niveau

de signification o = 0,05.
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I11.1 Résultats
111.1.1 Effet du cuivre sur les paramétres morphologiques

111.1.1.1 Hauteur de la tige

D’apreés les résultats obtenus (Fig. 12) Iaugmentation de la dose de cuivre dans le
substrat de culture provoque une diminution de la hauteur des tiges de la feve. La diminution
de la hauteur des tiges observée est importante a partir de la dose de 400 ppm chez la variété
Sidi Aich (V1) et a partir de la dose de 600 ppm pour la variété Super Aguadulce (V2), ouon a
enregistré des diminutions de I’ordre de plus de 17 % pour les deux variétés (Tab.6).Cette
diminution atteint son maximum a la dose de 1000 ppm avec une diminution de 45% et 31 %
respectivement pour la variété Sidi Aich et la variété Super Aguadulce (Tab.6).

La hauteur de la tige subit une légére diminution en présence de la dose 200 ppm de
cuivre chez les deux variétés etudiées, on enregistre respectivement des réductions de 1’ordre
de 3,96 a 3,27 % pour les deux variétés (V1 et V2), ainsi que, chez la variété Super Aguadulce,

la réduction est n’est que 8,4 % a la dose 400 ppm par rapport au témoin.

Les résultats de I’analyse de la variance (Tab.7) montrent que 1’évolution
de la hauteur des tiges est étroitement liée (p < 0.001) a la variation de la dose de cuivre
appliquée. Ces résultats montrent également, que la fluctuation de ce parametre

n’est affectée ni par le facteur variétal ni par I’interaction des deux facteurs étudiés (p >0.05).

Tableau 6 : Hauteur de la tige (cm) des deux variétés de la feve exposée au cuivre

Dose de Cu V1 V2
(ppm) Hauteur de la tige (cm) | Evolution (%) | Hauteur de la tige (cm) | Evolution %
02 56,75+4,57 / 53,5+1,91 /
2002 54.5+3,10 -3,96 51,75+2,87 -3,27
400° 47+2,44 -17,18 4914 24 -8,41
600° 37,5+4,04 -33,92 43,75+1,70 -18,22
800 ° 39,25+3,18 -30,83 41,75+3,30 -21,96
1000¢ 31+6,48 -45,37 36,75+2,21 -31,30
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Tableau 7: Analyse de la variance des parametres morphologiques (Annexe. 3).

Variables Dose de Cu (F1) | Variété (F2) | Interaction (F1xF2)
Probabilité

Hauteur de la tige <0.001*** 0,0778™ 0,1234"

Nombre de Folioles | <0.001*** 0,0255* 0,9389"

Surface Foliaire <0.001*** <0.001*** 0,0727™

Volume Racinaire <0.001*** 0,288 ™ 0,0677™

Poids sec racinaire | <0.001*** 0,2919" 0,0597"

Poids sec de la <0.001*** 0,7525™ 0,4369™

partie aérienne

(ns : effet non significatif ;* effet significatif, *** : effet trés hautement significatif)

H\HU
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Hauteurde la tige (cm)
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Figure 13: Evolution de la hauteur de tige (cm) de la feve (V1 et V2) en fonction de la dose
de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogeénes)
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Figure 14: Evolution du nombre de folioles de la feve (V1 et V2) en fonction de la dose de
cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes)
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111.1.1.2 Nombre de folioles

Les résultats obtenus montrent une diminution importante du nombre des folioles des
plantes stressées par le cuivre par rapport aux plantes témoins. Cette diminution est notable a
partir de la dose 400 ppm. Le nombre moyen de folioles enregistré chez la variété Super
Aguadulce est légerement supérieur a ce trouvé chez la variété Sidi Aich. (Fig.13)

On observe une légere diminution du nombre de folioles chez les deux variétés pour les
doses 200 et 400 ppm du cuivre comparativement au témoin, cette diminution par rapport au
témoin est comprise entre 7,6 et 10,2% pour la variété V1, et entre 6,2a 8,7% pour la variété
V2. On note une diminution assez importante du nombre de folioles chez les deux variétés a
partir de la dose 600 ppm de cuivre, la diminution est de I’ordre de 32 et 28,7 %successivement
pour la variété V1 et V2. Le nombre de folioles atteint son niveau le plus bas a la dose 1000
ppm chez les deux variétés V1 et V2, avec une diminution de 45,7 et 42% par rapport au témoin
(Tab.8).

L’analyse statistique révele que 1’effet de cuivre sur le nombre de folioles est hautement
significatif, (p<0,001). Le type de la variété a egalement un effet significatif sur le nombre de
folioles (p<0,05). Par contre, I’effet de I’interaction des deux facteurs d’étude (variété et dose

de cuivre) est non significatif sur le nombre de folioles (Tab. 7).

Tableau 8: Nombre de folioles des deux variétés de la feve exposées au cuivre.

Dose de Cu V1P V228
(ppm) Nombre de folioles Evolution (%) | Nombre de folioles | Evolution %
02 58,5+4,21 / 60+3,74 /
2007 54+6,68 -7,69 56,25+3,77 -6,25
400° 52,5+5,44 -10,25 54,75+3,30 -8,75
600° 39,75+1,70 -32,05 42,75+2,98 -28,75
800° 38+2,16 -35,04 4442 16 -26,66
1000¢ 31,75+3,77 -45,72 34,75+2,75 -42,08

111.1.1.3 Surface foliaire
On note une réduction importante de la surface foliaire au fur et a mesure que les doses

appliquées du cuivre augmentent (Fig. 14).

L’application des doses 200 et 400 ppm de cuivre, entraine des diminutions légeres de
la surface foliaire chez les deux variétés de la feve, elles sont entre 4,8 a 6,4% pour la variété
V1, et entre 2 a 9,3 % pour la variété V2 par rapport au témoin. Tandis que, ’accroissement
des doses de cuivre entre 600 a 1000 ppm, provoque une réduction importante de la surface

foliaire pour les deux variétés, cette réduction atteint entre 40,8 a 44,3% (800 a 1000 ppm) pour
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la variété Sidi Aich, et entre 34,9 a 47,4 % (800 a 1000 ppm) pour la variété Super Aguadulce

(Tab.9).

L’analyse de la variance (Tab.7), montre que la surface foliaire est trés dépendante de

la variation du facteur dose de cuivre et le type de la variété (p < 0.001). Tandis que, I’interaction

des deux facteurs, n’influe que faiblement sur la surface foliaire (p>0,05).

Tableau 9: Surface foliaire (cm?) des deux variétés de la féve exposées au cuivre.

Dose de Cu (ppm)

Dose de cuivre V1P V22
(ppm) Surface foliaire (cm?) Evolution (%) | Surface foliaire (cm?) Evolution %
02 54,42+4,98 / 67,03+3,29 /
2002 51,7744 -4,86 65,58+4,55 -2,16
400P 50,9+4,12 -6,47 60,73+4,44 -9,39
600° 47,35+3,51 -12,99 51,43+3,1 -23,27
800 ¢ 32,2+2,52 -40,83 43,58+3,45 -34,98
1000°¢ 30,3+3,55 -44,32 35,23+3,88 -47,44
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Figure 15: Evolution de la surface foliaire (cm?2) de la feve (V1 et V2) en fonction de la dose
de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogeénes).
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Figure 16: Evolution du volume racinaire (ml) de la feve (V1 et V2) en fonction de la dose de
cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).
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111.1.1.4 Volume racinaire

Les résultats obtenus montrent que 1’augmentation de la dose de cuivre appliquée
dans le substrat est accompagnée par une réduction du volume racinaire (Fig. 15). Les
diminutions obtenus pour les doses de 200 et 400 ppm de cuivre sont faibles par rapport au
témoin, on enregistre successivement des régressions de ’ordre de 4,9 a 12,9 % pour la variété
V1, et n’est que 2,4 % (400 ppm) a 7% pour la variété¢ V2 (Tab. 10). Le volume racinaire chez
les deux varietés diminue fortement pour les doses de 600, 800 et 1000 ppm de cuivre, on
enregistre successivement des réductions comprises entre 37% a 48 %, pour la variété Sidi Aich
(V1) et entre 26.6 a 30.7% pour la variété Super Aguadulce (V2).

L’analyse de la variance (Tab. 7) montre que la présence du cuivre dans le substrat
provoque une diminution tres hautement significative (p < 0.001) du volume racinaire
de la plante. Cependant, le facteur variétal n’exerce aucun effet significatif sur la variation de

volume racinaire. (p >0.05).

Tableau 10: Volume racinaire (ml) des deux variétés de la feve exposées au cuivre.

Dose de V1 V2
cuivre (ppm) | Surface foliaire (ml) Evolution (%) | Surface foliaire (ml) | Evolution %
02 16,67+1,56 / 14,2542 ,65 /
2002 15,85+1,32 -4,94 13,22+1,56 -7,19
4002 14,6+1,38 -12,44 13,90+1,85 -2,45
600° 10,37+1,73 -37,78 10,45+0,90 -26,66
800 P 9,35+1,37 -43,92 10,72+1,73 -24,73
1000° 8,62+1,11 -48,27 9,87+1,74 -30,70

111.1.1.5 Poids sec

Les résultats obtenus (Figl6-17) montrent que ’application des doses croissantes de
cuivre, implique une diminution du poids sec de la plante (parties racinaires et aériennes). Cette
diminution est trés prononcée a partir de la dose 400 ppm de cuivre chez les deux variétés de la

feve.

Les régressions du poids sec des racines sont de ’ordre de 75.5% pour la variété V1 et
de 61.8% pour la variété V2 a la dose de 1000 ppm de cuivre, alors qu’elles ne sont que de
0.7% pour V1 et 9 % pour V2 a la dose 200 ppm de Cu par rapport au témoin (Tab.11). La
partie aérienne enregistre également une diminution assez importante du poids sec, ou les
diminutions sont de I’ordre de 58.3% pour la variété Sidi Aich et de 61.6% pour la variété super

Aguadulce en présence de la dose 1000 ppm de cuivre, et elles ne sont que de 4,6% pour la
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variété V1 et 8.3% pour la variété V2 a la dose 200 ppm de cuivre en comparaison avec les
témoins (Tab.11). La diminution du poids sec de la partie racinaire est plus importante

comparativement a la partie aérienne de la plante.

L’analyse de la variance (Tab.7), montre que le stress induit par le cuivre, provoque un
effet hautement significatif sur le poids sec de la feve (partie aérienne et racinaire)
(p<0.001).Tandis que, le facteur variétal et I’interaction des deux facteurs étudiés n’exercent
aucun effet significatif sur la variation des poids sec de la partie aérienne et racinaire de la féve
(p>0.05).

Tableau 11: Poids sec de la partie racinaire (Ps. R) et la partie aérienne (Ps. A) en g des deux
variétés de la feve exposées au cuivre.

Dose de Cu V1 V2
(ppm) Ps. R (g) | Evolut® Ps. A Evolut® | Ps.R(Q) Evolut® Ps. A Evolut®
0@ 429+051 |/ 11.22 £1.41 |/ 4.19+0.63 / 11.38 £1.64 |/

2002 432+0.44 076 10.7+1.05 |-463 |3.86+052 |-904 10.42+0.35 |-8.35
400P 330£059 | o300 |8.62+0.86 |-23.13 |3.73+051 |_1087 |9.73t057 |-14.40
600 © 242+062| 435, |652+033 |-41.84 |241+046 |_4045 |6.56+0.33 |-42.31
800 ¢ 186+025| 5662 |7.07£042 |-36.94 |249+049 |.4051 |6.33+054 |-44.29
1000 9 105+011| 755 |4.67x023 |-58.33 |1.60+049 |.g182 |4.36+039 |-61.65
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Figure 17: Evolution du poids sec (g) de la partie racinaire de la feve (V1 et VV2) en fonction

de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).
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Figure 18: Evolution du poids sec (g) de la partie Aérienne de la féve (V1 et V2) en fonction
de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).

111.1.1.6 Corrélation des parametres morphologiques

Les résultats du test de la correélation linéaire (Annexe. 5) ont dévoilé les points suivants :

- Une relation significative entre ’augmentation des doses du cuivre appliquées dans
le substrat et la diminution de la hauteur de la tige pour les deux variétés de la feve, avec
un coefficient de corrélation r=-0.76*pour V1 et r=-0.74* pour V2. (Fig.18-A),

- Une corrélation significative de 1’évolution de nombre de folioles en fonction de la dose
de cuivre appliquée dans le substrat de culture, cette corrélation est trés forte pour la
variété V2 (r=-0.78*) que la variété V1 (r=-0.84*) (Fig.18-B),

- La surface foliaire est fortement corrélée négativement avec les doses de cuivre
appliquées dans le substrat, avec un coefficient de corrélation r=-0.77*pour V1 et
r=-0.88* pour la variété V2. (Fig.18-C),

- Une corrélation significative de volume racinaire avec les doses de cuivre, cette
corrélation est trés forte pour la variété V1 (r=0.81*) contre la variété V2 (r=-0.45%)
(Fig. 18-D),

- Une relation significative entre le poids sec et les doses du cuivre appliquées dans le
substrat de culture, cette relation est négative pour le poids sec racinaires (r=-87* pour
Sidi Aich, r=-79* pour Super Aguadulce) et le poids sec aérienne (r=-83* pour Sidi
Aich, r=-88* pour Super Aguadulce) (Fig.18- E.F).
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Figure 19 : Régression liniére des parametres morphologiques en fonction de la dose du
cuivre appliguée (ppm) avec le R2 (R-square) pour V1 (Sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce).

* . régression significative.

111.1.2 Effet du cuivre sur les parametres physiologiques

111.1.2.1 Teneur en Chlorophylle a

Les résultats obtenus (Fig.19) montrent que la teneur en Chlorophylle a diminue en
fonction de ’augmentation de la dose de cuivre appliquée dans le substrat de culture. La
diminution de la teneur en chlorophylle a est significative a partir de la dose de 400 ppm ou elle

est de plus de 22% pour la variété Sidi Aich et plus de 8% pour la variété Super Aguadulce.
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La teneur en chlorophylle a, a fortement diminue pour les doses de 600, 800 et 1000
ppm de cuivre. On enregistre des réductions de 1’ordre de 45,2% pour les deux variétés de la
feve pour la dose de 600 ppm de cuivre, alors qu’elles sont de I'ordre de 67,2% et 56%
respectivement pour les variétés V1 et V2 a la dose de 1000 ppm de cuivre (par rapport au
témoin) (Tab.12).

L’analyse de la variance (Tab.19) montre un effet hautement significatif du cuivre sur
la teneur en chlorophylle a (p<0.001). Cependant, le facteur variétal provoque un effet

significatif sur I’évolution de la teneur en chlorophylle a (p<0.05).

Tableau 12: Teneur en chlorophylle a (mg/g) des deux variétés de la feve exposées au cuivre.

Dose de Cu V1P V22
(ppm) Chl a (mg/g) Evolution (%) | Chla (mg/g) Evolution %
0@ 9,91+0,72 / 9,16+0,44 /
2007 9,18+0,59 -7,34 9,19+0,37 +0,37
400° 7,68+0,53 -22,51 8,36+0,80 -8,72
600° 5,43+0,28 -45,2 4,97+0,55 -45,71
800¢ 3,57+0,48 -63,9 5,20+0,45 -43,14
1000¢ 3,24+0,33 -67,27 4,30+0,39 -56
12
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Figure 20: Evolution de la teneur en chlorophylle a (mg/g) de la feve (V1 V2) en fonction de
la dose de cuivre appliguée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogénes)
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Figure 21: Evolution de la teneur en chlorophylle b (mg/g) de la feve (V1 V2) en fonction de
la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogénes)
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Figure 22: Evolution de la teneur en caroténoides (mg/g) de la feve (V1 V2) en fonction de la
dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogeénes)

111.1.2.2 Teneur en chlorophylle b :

Les résultats obtenus montent que I’augmentation de la dose de cuivre appliquée
dans le substrat est accompagnée par une réduction de la teneur en chlorophylle b (Fig.20), ces
diminutions sont importantes a partir de la dose de 400 ppm, ou on observe respectivement pour

V1 et V2, des régressions de 1’ordre de 16,8% et 25,2% par rapport aux témoins.

Les teneurs en chlorophylle b ont diminué fortement pour les doses de 600, 800 et 1000
ppm de cuivre, ces diminutions atteignent 74 et 82% a la dose 1000 ppm respectivement pour
V1 et pour V2. Par contre, la diminution de la teneur en chlorophylle b pour la dose de 200

ppm de cuivre n’est que 1.3 % pour la variété V1, et de 'ordre de 10.2% pour la variété V2

(Tab.13).
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L’analyse de la variance (Tab. 19) de I’effet de cuivre sur la teneur en chlorophylle b
montre un effet hautement significatif (p<0,001). Par contre, le facteur variétal n’exerce aucun
effet significatif sur I’évolution de la teneur en chlorophylle b (p>0,05). L’effet de I’interaction

bi factorielle « dose de cuivre — variété » est significatif (p<0.05).

Tableau 13: Teneur en chlorophylle b (mg/g) des deux variétés de la féve exposées au cuivre.

Dose de Cu V1 V2
(ppm) Chl b(mg/qg) Evolution (%) | Chl b(mg/g) Evolution %
02 11,67 + 1,06 / 11,92 £ 0,30 /
2008 11,52 + 0,88 -1,32 10,69 + 1,14 -10,27
400° 9,70+ 0,82 -16,87 8,90 + 1,02 -25,27
600° 5,81 +0,72 -50,19 4,35+ 0,75 -63,5
800¢ 3,42 +0,19 -70,71 4,90 + 0,66 -58,86
1000¢ 2,96 + 0,15 -74,68 2,05 +0,56 -82,72

111.1.2.3 Caroténoides

Les resultats obtenus (Fig. 21) révelent une diminution de la teneur en caroténoides au

fur et a mesure que la dose de cuivre augmente dans le substrat de culture.

L’application de la dose de 200 ppm entraine une réduction de la teneur en caroténoides
chez la variéte Sidi Aich (V1) qui évaluee a 15,71%, tandis que chez la variété Super
Aguadulce, on observe une faible augmentation de 3,68% par rapport au plante témoin. La
teneur en caroténoides est réduite chez les planes traitées par les doses de 400, 600, 800 et 1000
ppm de cuivre. La teneur la plus faible en caroténoides est enregistrée a la dose de 1000 ppm
chez la variété V1 (46,21% par rapport au témoin), et a la dose de 800 ppm chez la variété V2,
(53,36% par rapport au témoin) (Tab.14).

Les résultats de 1’analyse de la variance (Tab. 19) révelent un effet tres hautement
significatif des deux facteurs étudiés (dose de cuivre et le type de variété) sur la teneur en
caroténoides (p<0.001). Tandis que, I’interaction de ces deux facteurs n’indique aucun effet

significatif sur la teneur en caroténoides (p>0.05).
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Tableau 14: Teneur en en caroténoides (mg/g) des deux variétés de la feve exposées au
cuivre.

Dose de Cu V12 V2P
(ppm) Caroténoides (mg/g) | Evolution (%) | Caroténoides (mg/g) Evolution %
02 8,70 £ 1,23 / 7,25 £ 1,46 /

2002 7,33 £ 0,63 -15,71 7,52 £0,87 3,68
400° 7,00 £ 1,33 -19,52 6,12 £ 0,63 -15,69
600° 5,94 £ 0,88 -31,69 4,87 £0,33 -32,86
800¢ 5,42 £ 0,56 -37,63 3,38 + 0,34 -53,36
1000¢ 4,68 + 0,54 -46,21 4,23 +0,73 -41,75

111.1.2.4 Teneur en protéines

L’application croissante des doses de cuivre dans le substrat de culture implique une
diminution de la teneur en proteine a partir de la dose de 400 ppm de cuivre, ou elle est de plus
de 21% chez la variété Super Aguadulce (V2) et n’est que 5,9% pour la variété Sidi Aich (V1)
(Fig.22). Par contre, la teneur en protéine augmente légerement a la dose de 200 ppm de Cu
chez les deux variétes de la feve (5.22% pour V1 contre 10.73% pour V2).

Des réductions plus importantes (plus de 40%) de la teneur en protéine sont enregistrées
a partir de la dose de 800 ppm chez la variété Sidi Aich, et a partir de la dose de 600 ppm pour
la variete Super Aguadulce (Tab.15). Ces réductions atteignent son maximum a la dose de 1000
ppm de cuivre, avec des évolutions régressives arrivent a 64,43 et 61,64% respectivement pour

les deux variétés V1 et V2.

L’analyse de la variance montre un effet hautement significatif (p<0.001), de cuivre sur
la teneur en protéines dans les feuilles. Tandis que, le facteur variétal et I’interaction des deux
facteurs étudiés signalent des effets significatifs (p<0.05) sur I’évolution de la teneur en
protéines (Tab.19).

Tableau 15: Teneur en protéines (mg/g MF) dans les feuilles des deux variétés de la feve
exposées au cuivre.

Dose de V1P V22
Cu(ppm) Protéines (mg/g MF) | Evolution (%) | Protéines (mg/g MF) | Evolution %
oP 45,66+4,19 / 51,25+3,68 /

2002 48,05+4,39 +5,22 56,75+5,08 +10,73
400° 42,94+5,10 -5,97 40,14+2,59 -21,67
600 34,86+4,32 -23,66 30,49+0,68 -40,50
800° 24,26+3,67 -46,86 28,0412 91 -45,28
1000 16,24+3,31 -64,43 19,66+1,66 -61,64
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Figure 23: Evolution de la teneur en protéines (mg/g) de la féve (V1 et V2) en fonction de la
dose de cuivre appliquée (ppm). (a, b, ¢, d, f... : Groupes homogénes)
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Figure 24: Evolution de la teneur en eau relative (%) de la feve (V1 et VV2) en fonction de la
dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogénes).

111.1.2.5 Teneur relative en eau

Les résultats obtenus (Fig.23) montrent que 1’augmentation de la dose de cuivre
provogue une diminution de la teneur en eau relative (TRE) des feuilles de la feve. Cette
diminution est importante a partir de la dose 400 ppm chez la variété Sidi Aich (plus de 13%),
et a partir de la dose 600ppm pour la variété Super Aguadulce (plus de 20%). A la dose 1000
ppm, la teneur relative en eau diminue fortement par rapport au plante témoin, en atteignant a
29% chez les deux variétés étudiés (Tab.16).

L’analyse de la variance (Tab.19) montre que I’effet du cuivre sur la teneur en eau
relative est trés hautement significatif (p < 0.001). Ainsi que, le facteur variétal signale un effet

significatif (p < 0.01), ou la teneur en eau relative de la variété Super Aguadulce est légérement
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supérieure a celle de ’autre variété. L’interaction a ces deux facteurs, n’indique aucun effet

significatif (p>0,05).

Tableau 16: Teneur relative en eau (TRE) des deux variétés de la feve (V1, V2) en fonction
des doses de cuivre.

Dose de Cu V1P V22
(ppm) TRE(%) Evolution (%) TRE(%) Evolution %
0@ 70,21 + 2,89 / 75,23 + 4,39 /
2002 69,96 + 5,31 0.35 70,07 + 3,99 6.86
400P 60,72 + 1,85 1352 69,34 + 4,58 783
600 € 60,35 + 5,53 1404 60,00 + 3,30 2024
1000 d 4951 + 2,68 22948 53,20 + 3,63 -29.28

111.1.2.6 Teneur en proline

Les résultats obtenus montrent que I’accumulation de la proline est proportionnelle avec
I’augmentation des doses de cuivre (Fig.24).Cette accumulation devient importante a partir de
la dose de 400 ppm de cuivre, ou on remarque une progression de 1’ordre de plus de 52% pour
Sidi Aich et plus de 35% pour Super Aguadulce (par rapport au témoin). L’augmentation de la
teneur en proline est également importante pour les doses de 600 et 800 ppm de Cu (60.7%
pour V1 et 52.1 % pour V2). Lateneur la plus élevée comparativement au témoin est enregistrée

a la dose de 1000 ppm de cuivre (plus de 71% pour les deux variétés étudiés) (Tab.17)

L’analyse de la variance (Tab.19) montre un effet trés hautement significatif
(p < 0.001) de la variation des doses de cuivre sur la teneur en prolines dans les feuilles
de la féve, ’analyse montre également un effet hautement significatif (p < 0.01) de la variabilité
génotypique. Par contre, ’interaction des deux facteurs étudiés n’exerce aucun effet sur les

fluctuations de teneur en proline (p>0,05).
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Tableau 17: Teneurs en proline (ug/g) des deux variétés de la feve (V1, V2) en fonction des
doses de cuivre.

Dose du Cu V1P V22
(ppm) Proline (pg/qg) Evolution (%) Proline (pg/g) Evolution %
0¢ 60,14 + 4,36 / 67,18 £ 6,71 /
200¢ 64,19 + 4,53 +6,74 75,59 16,08 + 12,53
400° 91,69 + 6,34 + 52,47 90,83 +4,11 + 35,21
600 P 84,03 + 6,67 + 39,73 102,23 + 8,56 +52,18
800 P 96,68 + 6,01 +60.77 93,63+ 7,01 +39 38
1000 @ 103,04 £ 16,55 +71,33 115,66 £ 7,27 +72,17
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Figure 25: Evolution de la teneur en proline (ug/g) de la feve (V1 et V2) en fonction de la
dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogeénes).
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Figure 26: Evolution de la teneur en sucres solubles (ug/g) de la feve (V1 et V2) en fonction
de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).
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111.1.2.7 Teneur en sucres solubles

Les résultats moyens obtenus (Fig.25), indiquent que I’application du cuivre dans le
substrat de culture induit une augmentation des teneurs en sucres solubles chez les deux variétés

de la feve.

La teneur en sucres solubles n’augmente que chez la variété Super Aguadulce (V2) a la
dose de 200 ppm de Cu, soit une augmentation de 12% par rapport au témoin (Tab.18). Par
contre, I’accumulation de sucres solubles devient importante a partir de la dose 400 ppm de
cuivre, ou on enregistre des augmentations de I’ordre de 32,9 et 49% respectivement chez les
variétés V1 et V2 par rapport au témoin. Ces accumulations sont tres importantes pour les doses
de 600 a 1000 ppm de cuivre, ou on observe des augmentations de 1’ordre de 67.6 et 77.94 %
pour les deux variétés V1 et V2 par rapport au témoin.

L'analyse statistique (Tab.19) montre que I’effet de stress métallique (p < 0.001) est
significatif sur I'accumulation de sucres solubles. Le facteur variétal provoque également un

effet hautement significatif sur la teneur en sucres solubles (p < 0.01), ou cette teneur est plus

élevée chez de la variéteé Sidi Aich que chez la variété Super Aguadulce.

Tableau 18: Teneur en sucres solubles (ug/g) des deux variétés de la feve (V1 et V2) en
fonction des doses de cuivre.

V12 V2P
Dose de Cu (ppm) | sucres solubles (ug/g) | Evolution (%) | sucres solubles (pg/g) | Evolution %
0¢ 41,56 + 4,53 / 36,38 + 4,57 /
200° 41,14 + 4,03 -1,02 40,94 £ 6,20 +12,53
400P 55,25 + 2,34 +32,94 54,22 + 4,95 + 49,04
600 2 69,69 + 3,00 + 67,69 60,54+ 4,88 + 66,67
800 2 66,99 + 4,94 +61,19 59,20 £ 7,67 + 62,73
1000 2 69,58 + 8,39 + 67,42 64,73+ 4,03 + 77,94

Tableau 19: Analyse de la variance des parametres physiologiques (Annexe. 3).

_ Dose de Cu (F1) Variété (F2) Interaction (F1xF2)
Variables Probabilité (P)

Chl a <0.001*** 0,0361* 0,0005***

Chlb <0.001*** 0,4161™ 0,0118*
caroténoides <0.001*** 0,0002*** 0,2401™

Protéines <0.001*** 0,0298* 0,0086**

RWC 0,0014** 0,0034** 0,2653™

Proline <0.001*** 0,0017** 0,0659m

Sucres solubles <0.001*** 0,0037** 0,4845™

(ns : effet non significatif ;* : effet significatif, ** : effet trés hautement significatif, *** : effet trés hautement significatif)
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I11.1.2.8 Corrélation des parametres physiologiques

Les résultats du test de la corrélation linéaire (Annexe. 5) permettent de montrer les points

suivants :

- une corrélation trés significative entre I’augmentation des doses appliquées en cuivre et la
teneur en pigments photosynthétiques, cette corrélation est négative pour les évolutions de la
teneur en en chlorophylle a (r=-0.94* pour V1 et r=-0.84* pour V2), teneur en chlorophylle b
(r=-0.90*pour V1, et r=-0.87* pour V1) et également pour la teneur en caroténoides (r=-73*

pour les deux variétés) (Fig.26-A.B.C),

- La teneur en protéines diminue avec 1’augmentation du stress au cuivre, cette diminution se
traduit par une corrélation tres significative et negative pour les deux variétes de la feve (r=

0.86* pour V2, r=0.82* pour V1) (Fig.27-D),

- une relation trés significative entre la teneur relative en eau et les doses de cuivre appliquees
dans le substrat de culture, avec un coefficient de corrélation négatif pour V1 (r=-0.73*) et pour

V2 (r=-0.77*) (Fig.27-E),

- augmentation de la dose du cuivre dans le substrat de culture est corrélée significativement
avec I’accumulation de proline et sucres solubles dans les feuilles, cette corrélation est positive
pour les évolutions de la teneur en proline (r=0.70* pour Sidi Aich, r=0.77* pour Super
Aguadulce) et la teneur en sucres solubles (r=0.75* pour les deux variétés de la feve) (Fig.27-

F.G).
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Figure 27: Régression liniére de la teneur des pigments chlorophylliens en fonction de la dose
du cuivre appliquée (ppm)
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111.1.3 Effet du cuivre sur P’activité antioxydante non enzymatique

111.1.3.1 Teneur en polyphénols totaux (TPC)

Le taux des polyphénols totaux dans les feuilles de la feve augmente avec
I’augmentation des doses de cuivre dans le substrat de culture (Fig.28).

Les polyphénols totaux augmentent légérement chez les deux variétés a la dose de 200
ppm de cuivre, on signale respectivement des taux d’augmentation de 2,75 et 7,01% pour V1
et V2. Par contre, le taux de polyphénols devient important a partir de la dose de 400 ppm de
cuivre, ou les taux d’augmentation sont plus de 62% par rapport au témoin pour les deux
variétés de la feve. Ces taux sont trés importants pour les doses de 600 a 1000 ppm de cuivre,
ou on observe des augmentations allant de 87.8 et 94.18 % pour les deux variétés V1 et V2 par

rapport au témoin (Tab.20).

Les résultats d’analyses de la variance (Tab.22) permettent de conclure que les effets
des facteurs « dose de cuivre » et « variété » sont hautement significatifs (p<0.001) sur
I’accumulation des polyphénols totaux dans les feuilles de la plante. Par contre, I’interaction
des deux facteurs n’exerce aucun effet significatif sur les taux de TPC (p> 0.05).

Tableau 20: Teneur en polyphénols totaux (ug/mg MS) des deux variétés de la feve V1 (Sidi
Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction des doses de cuivre.

Dose de cui V1P s
ose(psnc]:)u Ve TPC (ng/mg) [ Evolution )| TPC (ng/mg) Evolution %
0¢ 57,54+5,59 / 65,66+4,63 /
200¢ 59,12+5,97 2,75 66,7+7,62 7,01
400P 93,4118,40 62,34 102,33+1,38 64,17
600 P 96,87+2,97 68,35 104,16%4,20 67,11
800 @ 106,29+8,15 84,72 126,16+6,85 102,4
1000 @ 108,08+6,86 87,83 121,04+2,84 94,18

60



Chapitre 111. Résultats et Discussion

140
120

100
8
6 mvli
4
2
0

400 600 1000
Cu (ppm)

o O O

Polyphénols totaux (ug/mg)
o

Figure 29: Evolution de la teneur en polyphénols totaux (ug/mg) de la feve (V1 et V2) en
fonction de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢ : Groupes homogénes).
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Figure 30: Evolution de la teneur en en flavonoides (ug/mg) de la feve (V1 et V2) en
fonction de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogénes).

111.1.3.2 Teneur en flavonoides (TFC)

La teneur en flavonoides dans les feuilles est proportionnelle avec 1’augmentation des

doses de cuivre chez les deux variétés de la feve (Fig.30).

Les teneurs en flavonoides a la dose de 200 ppm sont presque identiques a celles de
témoin chez les deux variétés de la feve, au-dela de cette dose (400 ppm), les teneurs en TFC
augmentent rapidement pour la variété Sidi Aich (64%) contre la variété super Aguadulce
(30%). La teneur en TFC atteint son maximum a la dose de 1000 ppm de cuivre, avec une
progression de plus de 285% et plus de 149% respectivement pour la variété Sidi Aich et pour

la variété Super Aguadulce (Tab.21).

Les résultats de I’analyse de la variance (Tab.22) révelent des effets hautement

significatifs de cuivre et de facteur variétal sur la teneur en flavonoides dans les feuilles

61



Chapitre 111.

Résultats et Discussion

(p<0.001). Par contre, I’effet de I’interaction bi factorielle de deux facteurs est non significatif

(p> 0.05).

Tableau 21: Teneur en Flavonoides (ug/mg) des deux variétés de la feve V1 (Sidi Aich) et

V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose de cuivre.

Dose de Cu V1P V22
(ppm Flavonoides Evolution (%) Flavonoides Evolution %
0¢ 12,18+1,97 / 21,98+4,57 /
200 ¢ 12,11+2,16 -0,57 22,10+4,6 0,54
400 © 19,97+3,54 64,01 28,61+5,94 30,19
600 © 19,65+6,75 61,40 30,97+5,86 40,93
800 ° 30,83+5,5 153,11 44,49+6,84 102,4
1000 @ 46,95+6,74 285,48 54,92+4,24 149,88
Tableau 22: Analyse de la variance des parametres enzymatiques et non enzymatiques
(Annexe. 3).
Variables Dose de Cu (F1) Variéte (F2) Interaction (F1xF2)
Probabilite Probabilité Probabilité
Polyphénols <0 001*** <0 001*** 0,24™
totaux
Flavonoides <0.001*** <0.001*** 0,899
CAT <0.001*** 0,195™ 0,042*
POD <0.001*** <0.001*** <0.001***

(ns : effet non significatif ;* : effet significatif, *** : effet trés hautement significatif)
111.1.4 Effet du cuivre sur activité enzymatique antioxydant

I11.1.4.1 Activité Catalase (CAT)

Les résultats obtenus (Fig.30), montrent que I’augmentation des doses du cuivre dans le
substrat provogue une augmentation de Iactivité catalase, cette augmentation est tres
importante a partir de la dose 400 ppm de cuivre, ou elle est plus de 57% pour la variété Super
Aguadulce(V2) et plus de 24.1% pour la variété Sidi Aich (par rapport au témoin) (Tab.23).
Cette progression atteint son maximum a la dose de 800 ppm pour la variété V1, et a la dose de
1000 ppm de cuivre pour la variété V2, inscrivant respectivement plus de 85 et 63% pour les

deux variétés V1 et V2 en comparaison avec les valeurs enregistrées pour les témoins.

L’analyse de la variance (Tab.22) montre un effet hautement significatif (p<0.001) de
cuivre et non significatif du facteur variétal (p>0.05) sur I’activité catalase dans les feuilles de

la plante. L’interaction bi factorielle de ces deux facteurs étudiés est non significative (p>0.05).
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Tableau 23: Activité catalase (AO240/mg protéine) des deux variétés de la feve V1 (Sidi
Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose de cuivre.

V1 V2
Activité catalase Activité catalase
Dose de Cu (ADO240/mg Evolution (%) (ADOz240/mg Evolution %
(ppm) protéine) protéine)
0¢ 0,080,011 / 0,07+0,0105 /
200¢ 0,08+0,005 1,39 0,09+0,0019 17,51
400° 0,10+0,010 24,10 0,12+0,0076 57,8
600 © 0,11+0,010 48,10 0,11+0,0071 50
800 ° 0,14+0,007 85,82 0,11+0,012 55,6
1000 @ 0,14+0,004 81,27 0,12+0,012 63,2
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Figure 31: Evolution de I’activité de la catalase (ADO240/mg protéine) de la feve (V1 et V2)
en fonction de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).
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Figure 32: Evolution de I’activité peroxydase (ADO470/mg protéine) de la feve (V1 et V2) en
fonction de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogénes).
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111.1.4.2 Activité Peroxydase (POD)

Selon les résultats obtenus (Fig.31), [Pactivité de la péroxydase augmente
en fonction de I’augmentation des doses de cuivre dans le substrat, I’augmentation de cette
enzyme est importante a partir de la dose de 400 ppm chez la variété V1 (12.7%) et a partir de
la dose de 600 ppm de cuivre chez la variété V2 (23.4%). Cette activité enzymatique, atteint
son maximum pour les doses de 800 et 1000 ppm de Cu. On enregistre successivement des
progressions de 1’ordre de 47,82 et 53,60% pour la variété V1, et de ’ordre de 59,29 et 57,31%
pour la variété V2 (Tab.24). On observe une augmentation de la POD a la dose de 200 ppm ;
8,55% de I’activité POD chez la variété V1, et une réduction de cette activité de 8,69% chez la

variété V2.

L’analyse de la variance (Tab.22) révéle des effets hautement significatifs de cuivre, de
facteur variétal et de I’interaction de ces deux facteurs (p < 0.001) sur I’activité de la péroxydase

dans les feuilles de la plante. A

Tableau 24: Activité peroxydase (ADOz40/mg protéine) des deux variétés de la feve V1 (Sidi
Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose de cuivre.

5 V2P
Activité peroxydase Activité peroxydase
Dose de (ADO470/mg Evolution (%) | (ADO470/mg Evolution %
cuivre (ppm) | protéine) protéine)
0d 0,63+0,02 / 0,59+0,03 /
200¢ 0,68+0,02 8,55 0,54+0,02 - 8,69
400° 0,71+0,02 12,77 0,64+0,04 8,78
600 P 0,84+0,03 33,92 0,72+0,02 23,48
800 @ 0,93+0,01 47,82 0,94+0,018 59,29
1000 @ 0,96+0,02 53,60 0,92+0,02 57,31

111.1.4.3 Corrélation des paramétres de ’activité antioxydante

Les résultats du test de la corrélation linéaire (annexe 5) permettent de montrer
les points suivants :

- Une forte corrélation entre 1’accumulation des flavonoides et I’augmentation

des doses de cuivre appliquées dans le milieu de culture, cette corrélation est

significative et positive pour les deux variétés de la feve (r=0.75*/0.78*) (Fig.32.A),

- La corrélation est également significative et positive entre les teneurs en polyphénols

totaux et les doses de cuivre (r=0.80* pour la variété Sidi Aich et r=0.84* pour la variété
Super Agudulce) (Fig.32.B),
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- Une augmentation de I’activité enzymatique en fonction de I’augmentation des doses
de cuivre appliquées, cette activité est significativement corrélée avec le stress de cuivre
pour l’activité péroxydase (r=0.93*pour V1 et r=0.83*pour V2) et Iactivité
catalase(r=0.88*/0.86* pour les deux variétés de la feve) (Fig.33.C.D).

TFC
60— Vi TPC
- 150 — Vv
— V2 " — V2
401 0.78* 0.84
o 100-
g2 2 0.80*
20- * =
0.75 50
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Cu (ppm) B Cu (ppm)

Figure 33: Régression liniére de la teneur en Flavonoides (A) et en polyphénols (B) (1g/g)
R2 : R-square, * : régression significative.
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Figure 34: Régression liniére de I’activité de la péroxydase (C) et de la catalase (D) (unité)
R2 : R-square, * : régression significative.
I11.1.5 Accumulation du cuivre dans la féve
Les résultats obtenus montent que I’augmentation de la dose de cuivre appliquée

dans le substrat est accompagnée par une augmentation de la teneur en cuivre dans les tissus de

la plante (Fig.34-35), cette augmentation affecte les deux parties de la plante (racinaire et

aérienne).

La teneur en cuivre accumulée dans les racines, est importante a partir de la dose de 200
ppm de cuivre, ou elle est de I’ordre de 41.09 et 37.34 mg/kg MS successivement pour les deux

variétés V1 et V2, cette accumulation atteint son maximum a la dose de 1000 ppm et enregistre
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plus de 351 mg/kg MS pour V1 (Sidi Aich) et plus de 345 mg/Kg MS pour V2 (Super
Aguadulce), alors qu’elle est de I’ordre de 8.61 mg/kg MS pour V1 et de 9.66mg/kg MS pour
V2 aux plantes témoins (Oppm) (Tab.25).

Dans la partie aérienne, la teneur en cuivre accumulée est plus faible que celles
enregistrées pour les racines. Les témoins enregistrent 4.34 et 3.69 mg/kg MS respectivement
pour les deux variétés V1 et V2, alors que, I’accumulation de cuivre est comprise entre 17 a 19
mg/kg MS & la dose de 200 ppm de cuivre chez les deux variétés, cette accumulation atteint son
maximum a la dose del000 ppm de cuivre, ou on a enregistré 163.29 et 178.23 mg/kg MS

successivement pour les deux variétés (V1 et V2) (Tab.25).

Les résultats de ’analyse de la variance (Tab.26) montre que le facteur dose de cuivre
exerce un effet trés hautement significatif (p<0.0001) sur I’accumulation du cuivre dans les
plantes (partie racinaire et aérienne). Le facteur variétal exerce également un effet significatif
sur I’évolution des teneurs en cuivre chez les deux parties de la plante (p<0.05).

Tableau 25: Accumulation de cuivre (ppm) dans la partie racinaire et la partie aérienne des
deux variétés de la feve V1 (Sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce).

Dose de Cu Teneur en Cu dans les racines (ppm) | Teneur en Cu dans la partie aérienne (ppm)
(ppm) V1?2 V2P V1P V22
of 8.61+0.75 9.66+1.16 4.34+0.62 3.69+0.89
200° 41.09+6.56 37.34+3.64 17.63+4.76 19.64+4.49
4001 102.81+10.36 97.15+11.03 57.40+9.41 68.98+8.55
600° 246.51+14.48 215.55+28.2 85.30+7.08 79.85+8.68
800° 332.72+16.63 324.29+14.84 149.9+3.40 150.40+6.78
10002 351.73+£11.52 345.93+24.9 163.29+10.83 178.23+10.75
Tableau 26: Analyse de la variance de 1’accumulation de cuivre dans la féve (Annexe. 3).
Variables Dose d.e .C,u (F1) Varlete. (.F,Z) Interact.lc.)r,\ (F1xF2)
Probabilité Probabilité Probabilité

Teneur en Cu dans 13 | g () e 0.022* 0.18"™

partie racinaire

Teneur en Cudansfa |y 7 wex <0.013* 0.039*

partie aérienne

Facteur de <0.001%** 0.043* 0.74"

translocation

(ns : effet non significatif ;* :

effet significatif, *** :

effet trés hautement significatif
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Figure 35: Evolution de la teneur en cuivre accumulée dans la partie racinaire (mg/g MS) de
la feve en fonction de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).
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Figure 36: Evolution de la teneur en cuivre accumulée dans la partie aérienne (mg/g MS) de
la feve en fonction de la dose de cuivre appliquée (ppm) (a, b, ¢, d : Groupes homogenes).

111.1.5.1 Facteur de translocation de cuivre

Les résultats obtenus (Tab.27), montrent que le facteur de translocation de cuivre chez
les deux variétés de la feve est inférieur a 1 pour toutes les concentrations appliquées du cuivre.
Le facteur de la translocation de cuivre le plus faible est enregistré a la dose de 600 pm de
cuivre, ce facteur est compris entre 0.35 a 0.38 successivement pour les deux variétés (V1 et
V2), par contre le facteur de translocation le plus élevé est enregistré a la dose 400 ppm de

cuivre, on enregistre 0.72 chez la variété V2 contre 0.57 chez la variété Super Aguadulce.
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Le taux de translocation de cuivre absorbé vers les parties aériennes est varié entre 30 a
35 % dans les niveaux de traitement de 200, 800 et 1000 ppm de cuivre. Au niveau de traitement
400 ppm, 41,52% de cuivre absorbé est transloqué vers la partie aérienne chez la variété Sup
Aguadulce contre 35, 8% chez la variété Sidi Aich. Par contre a la dose 600 ppm de cuivre, la
translocation de cuivre est faible par rapport aux autres niveaux de traitement (25 a 27%).

Les résultats de I’analyse de la variance (Tab.22) révelent des effets hautement
significatifs de cuivre (p<0.001) et significatif de facteur variétal (p< 0.05) sur le facteur de
translocation de cuivre dans la plante. Par contre, I’effet de I’interaction bi factorielle de deux

facteurs est non significatif (p> 0.05).

Tableau 27: Facteur de translocation de cuivre chez les deux variétes de la feve (V1 et V2).

Dose de Cu Facteur de translocation Taux de translocation de Cu (%)
(ppm) V1P V22 V1 V2
0P 0,51+0,10 0,54+0,22 33.51 27.64
200 be 0,43+0,12 0,52+0,10 30.02 34.47
400 2 0,57+0,13 0,7240,12 35.83 41.52
600 ° 0,35+0,02 0,38+0,07 25.71 27.03
800 P° 0,46+0,03 0,46+0,02 31.06 31.68
1000 P° 0,46+ 0,03 0,52+0,05 31.71 34.00
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111.2 Discussion Générale
I11.2.1 Parameétres morphologiques

Les résultats obtenus montrent que le stress métallique induit par le cuivre provoque des
changements morphologiques dans la plante conduisant a une diminution de la hauteur de la
tige, nombre de folioles, surface foliaire, réduction de volume racinaire et la biomasse séche de

la plante entiere.

e La hauteur des tiges a diminué progressivement avec I’augmentation des doses de
cuivre, cette diminution atteint a la dose de 1000 ppm de cuivre 45% par rapport au
témoin.

e [’augmentation de la dose du cuivre a provoqué une réduction de nombre de folioles
chez les deux variétés, cette réduction atteint son maximum a la dose de 1000 ppm de
cuivre, ou on a enregistré 45% chez la variété Sidi Aich. Le nombre de foliole est affecté
par le critere variétal, ou la variété Sidi Aich est plus sensible par rapport a la variété
Super Aguadulce,

e |l est également établi que la surface foliaire a diminuée au fur et a mesure
que la dose de cuivre augmente, cette diminution est plus importante a la dose de 1000
ppm de Cu, ou elle atteint 47 % chez la variété Super Aguadulce,

e [’augmentation de la dose de cuivre dans le substrat de culture est accompagnée par
une réduction du volume racinaire, elle atteint son maximum a la dose 1000 ppm
(48.27% pour la variété Sidi Aich et 30.7% pour super Aguadulce),

e Les résultats obtenus indiquent que le stress de cuivre a entrainé une chute significative
de la production de la biomasse seche totale des plantes stressées par les concentrations
de 400 a 1000 ppm de cuivre. Le poids sec racinaire est le plus affecté par le stress de
cuivre a la dose de 1000 ppm de Cu, ou on note une diminution de 75,5 % pour la variété
Sidi Aich et de 61,8% pour la variété Super Aguadulce. Par contre, on note que le poids
sec de la partie aérienne réduit jusqu’a 58,3 % et 61,6 % respectivement pour les variétés

Sidi Aich et super Aguadulce.

Les résultats obtenus sont en concordance avec des études précédentes montrant I'effet
négatif du cuivre sur les paramétres morphologiques chez Phyllostachys pubescens (chen et
al., 2014), Chloris gayana (Sheldon et Menzies, 2005), Inga subnuda (de Freitas et al., 2015),
Colobanthus quitensis (Cuba-Diaz et al., 2017) et la vigne (Marastoni et al., 2019).
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Nos résultats obtenus sont confirmés par ceux trouvés par Kalaikandhan et al.,(2014)
qui ont signalé des diminutions significatives des paramétres morphologiques de Sesuvium
portulacastrum L. (La longueur des racines et des tiges, le nombre de feuilles, la surface foliaire
et le poids sec des racines et des parties aériennes), cette plante est traité par 300 et 600 ppm de

cuivre.

Marquez et al., (2019) ont signalé que la morphologie racinaire de Peltophorum
dubium a été affectée par un excés de Cu, ’application des doses de 200 et 400 ppm de cuivre
provoque des diminutions significatives jusqu’a 25% de la longueur de racine, 24% de la
surface racinaire, 29 % de volume racinaire et plus de 52% de leur poids sec par rapport au
témoin, avec une réduction significative du poids sec de la partie aérienne (33% par rapport au
témoin). L’application des niveaux élevés de Cu (1000 mg/L) ont altéré sévérement la

morphologie du systéme racinaire de Peltophorum dubium.

Selon Feigl et al., (2013) La toxicité du cuivre affecte davantage la croissance des
racines. Des niveaux élevés de Cu dans le sol peuvent endommager la croissance des racines,
entrainant ainsi une diminution de Il'absorption des nutriments et de I'eau par les racines
(Sheldon et Menzies, 2005 ; Kopittke et al., 2011). La diminution de la croissance racinaire
est généralement associée au déchirement et a la rupture de I'épiderme racinaire et du cortex
externe (Kopittke et al., 2011). La toxicité du cuivre provoque un retard de croissance des
racines, ce qui comprend un plus petit nombre de ramifications, une coloration foncée, un

développement mediocre et moins d'épaississement (Marques et al., 2019).

La surface foliaire et le nombre de feuilles de la plante de concombre ont diminué de
maniére significative (37%) lorsqu’ils ont été exposés a un excés de Cu (20 mg kg™ de sable)
pendant 20 jours (Alaoui-Sossé et al., 2004). Chez le riz, la hauteur des tiges a été réduite
jusqu'a 48,4 % a une teneur en Cu de 1000 mg kg™ du sol par rapport au témoin (Xu et al.,
2005). La diminution de la surface foliaire sous I’effet de Cu peut étre expliquée par une
accumulation de lignine dans le xyléme, conduit finalement a I'épaississement et au
durcissement de la paroi cellulaire, ce qui a donc posé des effets néfaste sur le developpement

cellulaire et I'agrandissement de la feuille, en diminuant son élasticité (Kumar et al., 2021).

Le stress lié au Cu a significativement diminué la biomasse végétale de maniére dose-
dépendante (Thounaojam et al., 2012), ce qui a été constaté dans cette étude, une diminution

significative du poids sec des parties aériennes et racinaires a été détectée chez les deux variétés
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de la féve. La réduction de la biomasse végétale est une réponse commune généralement
observée chez les plantes exposées a des niveaux élevés de Cu (Elisa et al. 2007 ; Andrade et
al. 2010), le Cu a induit une réduction significative de la biomasse du soja (>100 ppm Cu) et
du pois chiche (>60 ppm Cu) (Adhikari et al., 2012).

L'effet de la toxicité du Cu est principalement sur la croissance et la morphologie des
racines car le Cu tend a étre fortement absorbé par les racines des plantes et peut étre transférée
vers la partie aérienne (Kabata-Pendias, 2011). Un exces de cuivre provoque un
endommagement de I'ADN, une altération chromosomique et une réduction de l'indice
mitotique dans les cellules (Kumar et al., 2021). I’exces de cuivre, stocké dans les vacuoles
des cellules situées sous 1‘endoderme des racines pour limiter le transfert du cuivre vers les
parties aériennes, peut provoquer des ruptures au niveau des racines qui sont alors coupees en
deux (Kopittke et al., 2011). Ces modifications racinaires provoquent une altération de la
perméabilité des membranes plasmiques, ce qui conduit & une perturbation généralisée de

I’alimentation de la plante (Kabata-Pendias, 2011).

Malgré ces effets néfastes de I'exces de Cu, les plantes de la féve traitées n‘ont pas
présenté de symptomes de chlorose et nécrose. Sous la toxicité du Cu, aucune nécrose n'a été
observée chez Zea mays (Reckova et al., 2019), Rhodes grass (Sheldon et Menzies, 2005),
Solanum nigrum L. (Fidalgo et al., 2013) et Cannabis sativa (Elisa et al., 2007).

111.2.2 Paramétres physiologiques
111.2.2.1 Pigments photosynthétiques

Les résultats enregistrés ont révele une réduction des teneurs en pigments
photosynthétiques au fur et a mesure que les doses de cuivre augmentent, ces réductions sont
tres affectées par la toxicité du cuivre et elles deviennent significatives a partir de la dose 400

ppm de Cu. Les résultats présentés ont montré également que :

- La diminution de la chlorophylle a est liée a la variabilité variétale, La variété V1 est plus
sensible & "augmentation des doses de cuivre, et la réduction le plus importante de la
chlorophylle a est enregistrée a la dose 1000 ppm de Cu (67 et 56 % respectivement pour la
variété V1 et V2),
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- La chlorophylle b a diminué en fonction de 1’augmentation de la dose de cuivre, la
diminution de la teneur en chlorophylle b atteint son maximum & la dose 1000 ppm de cuivre
(82.7% pour V2),

- La diminution de la teneur en caroténoides est également liée a la variabilité variétale, les
teneurs enregistrées pour la variété Sidi Aich sont supérieures a celles enregistrées par la
variété Super Aguadulce. La teneur la plus faible en caroténoides est enregistrée a la dose
de 1000 ppm chez la variété V1 (46,21%), et a la dose de 800 ppm chez la variété V2,
(53,36%).

Ces résultats concordent avec d’autres travaux montrant des perturbations de la
photosynthése dues a la toxicité du cuivre chez Citrus grandis (Wu et al., 2021), Corchorus

capsularis L. (Parveen et al., 2020) , Hordeum vulgare L (Vassilev et al., 2013)

Nazir et al., (2019) ont signalé une diminution importante de contenu en pigments
photosynthétiques chez Solanum lycopersicum L. (& la dose 100 ppm de Cu pendant 40 jours).
Gong et al., (2019) ont rapporté également que I’application de différentes doses de cuivre (100
a 1000 mg/l) a provoqué des diminutions des teneurs en chlorophylle a (42%) et en chlorophylle
b (64%) dans les feuilles de 1’épinard, par contre la teneur en caroténoides augmente en fonction
de I’'augmentation des doses de cuivre. Hossain et al., (2020) ont observé que I’application du
cuivre au milieu de culture (0.1-3 mM CuSOs. 5H20) chez la lentille a occasionné des
diminutions trés importantes des pigments photosynthétiques (Chlorophylle a, b et

caroténoides).

L'exposition des plantes a des niveaux éleves de Cu peut affecter les facteurs liés a la
photosyntheése des plantes tells que I'efficacité du PSII, la diffusion du dioxyde de carbone, la
formation de ROS, le transport d'électrons et la photo-respiration (Baldi et al., 2018; Ameh et
Sayes, 2019; Marcec et al., 2019).

L'accumulation excessive de Cu dans les tissus végétaux peut perturber la structure du
chloroplaste et provoque des altérations des constituants de la membrane de thylakoide
(Rehman et al., 2019a). Chez les plantes exposees a de fortes concentrations de Cu, il a été
démontré que les activités métaboliques sont perturbées, telles que la perte de l'intégrité des
chloroplastes et des changements dans la composition de la membrane plastidiale (Quartacci
et al., 2000; Adrees et al., 2015). Le Cu inhibe a la fois le PS I et le PS 1, ou le PS Il s'est

avéreé trés sensible a des niveaux élevés de Cu (Yruela, 2013). Un taux élevé de Cu a entrainé
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une reduction de la fluorescence chlorophyllienne, bloquer le transport des électrons
photosynthétiques et inhiber la photophosphorylation (Gonzalez-Mendoza et al., 2013). De
plus, Cu®* se lie aux groupements thiols (-SH) ou remplace Fe?*, Zn?* ou Mg?" dans les
protéines chloroplastiques, modifiant ainsi la composition ionique au centre de la protéine, de
sorte qu'elle devient inactive ou instable et subit une dégradation, ce qui entraine une diminution

des teneurs en chlorophylle. (Maksymiec, 1998 ; Demidchik et al., 2001).

111.2.2.2 Protéines

Les résultats ont montré une diminution significative des taux de protéines en fonction
de l’accroissement des doses de cuivre appliquées dans le substrat. La diminution de la teneur
en protéines est trés importante a la dose 1000 ppm. Les résultats obtenus par Liu et al., (2016),
ont montré une diminution de 15 % de la teneur en protéines sous 1’effet du cuivre (50 mg/kg

de Cu pendant 60 jours) chez Catharanthus roseus L. (plante médicinale).

Chez les plantes Solanum nigrum L. exposées aux 150 et 200 mg/l de cuivre, la
diminution de la teneur en protéines atteint respectivement a 19 et 52% (Abdel-Wahab et al.,
2019). Chez Capsicum annuum L. (piment), I’application du cuivre a différentes doses (0,1-0,2
mM de Cu SOs) au milieu de culture, a provoqué une réduction de plus de 75% de la teneur en

proteines par rapport au témoin. (Islek et Unal, 2015).

Rout et al., (2013) ont rapporté que la teneur en protéines total a été augmentée par le
stress de Cu jusqu'a une certaine limite puis diminuée. Le mécanisme par lequel le Cu affecte
la teneur en protéines est complexe et nécessite une étude plus approfondie. La protéomique est
une approche puissante pour élucider les réponses compliquées des plantes a des
environnements défavorables (Rose et al., 2004). Les protéines sont les principales cibles des
métaux lourds. Soit ils forment un complexe avec des chaines latérales fonctionnelles de
proteines, soit ils déplacent les ions essentiels des métalloprotéines, entrainant une altération
des fonctions physiologiques (Tamas et al., 2014). De plus, les métaux lourds interferent avec
les conformations natives des protéines en inhibant le processus de repliement des protéines
naissantes ou non natives en provoquant une déficience quantitative des protéines affectées et
par la formation d'agrégats protéotoxiques (Bierkens, 2000 ; Tamas et al., 2014). De plus, le
stress d0 au cuivre provoque également une production accrue de ROS, ce qui entraine une

détérioration des macromolécules des plantes, notamment les protéines (Sirhindi et al., 2015).
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111.2.2.3 Teneur relative en eau

Les résultats ont montré que I’application des doses croissantes de cuivre dans
le milieu s’accompagne par une réduction de la teneur relative en eau des feuilles de la feve.
Cette réduction est significative a partir de la dose 400 ppm, et elle atteint plus
de 29% pour les deux variétés a la dose de 1000 ppm. Les résultats ont montré également que
les valeurs moyennes enregistrées pour la variété Super Aguadulce sont sensiblement

supérieures a celles enregistrées par la variété Sidi Aich.

Ces résultats s’accordent avec des travaux antérieurs (Cuba-Diaz et al., 2017 ;
Martinez et al.,2011 ; Slama et al., 2018 ; Malinowska et al., 2018). La diminution de la
teneur relative en eau sous I’effet du cuivre est signalee chez diverses cultures, Mostofa et al.,
(2015), ont révélé une réduction de la TRE chez le riz avec une synthese intense de la proline,
qui joue un role osmoprotecteur contre les perturbations osmotiques dans les cellules végeétales
causées par divers stress abiotiques, y compris le stress des métaux lourds. Sur la laitue, les
travaux de Shiyab (2018), ont montré une reduction de la TRE sous I’effet de stress de cuivre,
cette reduction est due aux effets nocifs de cuivre sur la perméabilité de la membrane plasmique
des cellules (Ohsumi et al., 1988). Sur le tournesol (Helianthus annuus L.), Kastori et al.,
(2008) ont révéle une diminution de la transpiration et de la TRE (19%) avec une augmentation
de la teneur en proline dans les feuilles sous I’effet du cuivre (10° M de Cu). la diminution de
la teneur relative en eau indique que les concentrations excessives de cuivre ont réduit
I'absorption et le transport de I'eau vers la partie aérienne de la plante (Rucinska-Sobkowiak,
2016).

La teneur en eau des pousses et des racines a diminué de maniére significative dans les
plantes d’Erica australis L traitées par le Cu (Trigueros et Rossini-Oliva, 2021). Ce
phénomene était particulierement remarquable dans les feuilles des plantes a la plus forte
concentration de Cu, reflétant I'interférence du métal dans I'absorption et le transport de I'eau
par les racines (Trigueros et Rossini-Oliva, 2021). Les teneurs en eau plus faibles dans les
parties aériennes pourraient étre liées a la croissance réduite des racines et/ou une conséquence
des changements induits dans les protéines de transport de I'eau (Rucinska-Sobkowiak, 2016)

et des dommages directs des membranes cellulaires des racines (Hall, 2002).

Les métaux lourds influencent I'apport d'eau de la partie aérienne de la plante en raison
de l'inhibition de la transpiration en diminuant la taille des feuilles et I'épaisseur du limbe,

réduisent les espaces intercellulaires, affectent la densité des stomates et diminuent leur
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ouverture (Rucinska-Sobkowiak, 2016). L'ABA est bien connu pour sa capacité a stimuler la
fermeture des stomates. La toxicité du cuivre a augmenté les concentrations d'ABA, ce qui a

stimulé la fermeture des stomates et réduit la perte d'eau par transpiration (Wu, 2021).

111.2.2.4 Proline

La teneur en proline dans les feuilles chez la féeve augmente proportionnellement avec
la concentration de cuivre, cette augmentation est significative a partir de la dose 400 ppm de
cuivre. L’accumulation de la proline est plus importante chez la variété Super Aguadulce

comparativement a celle de la variété Sidi Aich.

Ces résultats sont concordants avec les travaux de Chai et al., (2014) réalisés sur les
plantes de Spartina alterniflora qui ont montré une augmentation de la teneur en proline dans
les feuilles des plantes exposées aux 800 et 1000 mg Cu/kg du sol , de méme Noreen et al.
(2018) a obtenu une augmentation de la proline (72,9%) sous I’action du cuivre chez le blé
(Triticum aestivum L.). Azooze et al., (2012) ont également obtenus une augmentation jusqu’a
190% de la teneur en proline chez le blé a la dose de 20uM de cuivre dans le sol. L’accumulation
de la proline est signalée chez Medicago truncatula (Filippou et al., 2013), chez Oryza sativa
(riz) (Mostofa et al., 2015) chez Coffea arabica et Canavalia ensiformis (Andrade et al, 2010)

et chez Solanum nigrum (Khateeb et Al-Qwasemeh, 2014).

La proline est considérée comme un osmorégulateur dans la tolérance des plantes au
stress oxydatif induit par le cuivre (Khateeb et Al-Qwasemeh, 2014 ; Sharma et al., 2019).
L’accumulation de la proline dans la cellule permet la protection de la membrane cellulaire et
participe a ’ajustement osmotique, protection des enzymes, chélation et déetoxification des
métaux lourds, régulation de I’acidité cytosolique et piégeage des espéces réactives de
I’oxygene (Hayat et al., 2012 ; Sharmila et Pardha Saradhi, 2002). Cet acide aminé est
considéré comme un stabilisateur de macromolécules (Parys et al., 2014), leur accumulation
dans le systeme végétal a entrainé une amélioration du systeme photosynthétique (Shahid et
al., 2014b). Selon Hayat et al., (2012) la proline joue un réle important dans le maintien d'un

rapport approprié de NADP/NADPH pour assurer une bonne fixation du carbone.

111.2.2.5 Sucres solubles

La teneur en sucres solubles est élevée dans les feuilles de la féve sous 'effet du cuivre

comparativement a la plante témoin. Cette augmentation est significative a partir de la dose 400
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ppm de cuivre, elle atteint son maximum a la dose 1000 ppm de cuivre. La variété Sidi Aich

accumule plus de sucre soluble comparativement a la variété Super Aguadulce.

Alaoui-Sossé et al. (2004) ont montré que I’exposition du concombre au cuivre conduit
a ’accumulation des sucres solubles dans les feuilles, I'inhibition de la croissance diminue
I'exportation des glucides des feuilles, ce qui entraine une accumulation d'amidon et de

saccharose et une inhibition en retour de la photosynthése (Vinit-Dunand et al., 2002).

Certains études ont détectées une diminution de la teneur en sucres solubles sous I’effet
de stress de cuivre (Kumar et al .,2012 ; Singh et al., 2007),contrairement, d’autres études
(Duraipandian et al., 2016 ; Ashraf et al., 2017) ont signalé une augmentation des sucres

solubles en fonction de I’intensité du stress au cuivre appliqué.

Les cellules végétales accumulent activement certains solutés solubles, tels que les
sucres solubles, ce qui vise a réduire le potentiel osmotique intracellulaire pour assurer
I'approvisionnement normal en eau dans des conditions de stress aux metaux lourds et maintenir

les fonctions physiologiques normales des cellules (Jia et al., 2012).

Les sucres solubles sont synthétisés en réponse au stress osmotique, agissant comme
des osmoprotecteurs qui stabilisent les membranes cellulaires et maintiennent la turgescence
(Peshev & Ende, 2013). Dans des conditions de stress léger qui inhibent la croissance des
plantes mais permettent toujours la photosynthese (partielle), une accumulation de
disaccharides, de RFO et de fructanes est couramment observée (Keunen et al., 2013). Chez
les plantes, I'accumulation de raffinose est liée au processus d'osmoprotection dans les plantes,
le raffinose joue d'autres rdles dans la tolérance des plantes au stress abiotique en tamponnant

les ROS (agissant comme un antioxydant soluble) (Nishizawa-Yokoi et al., 2008),.

Les propriétés protectrices des sucres solubles lors du stress oxydatif étaient
généralement attribuées a une signalisation directe ou indirecte déclenchant la production de
piégeurs de ROS et/ou d'enzymes antioxydants (Ende et Valluru, 2009). Cependant, il a été
montré que les sucres puissent agir comme de veéritables capteurs de ROS dans la plante, en
particulier lorsqu'ils sont présents a des concentrations plus élevées (Keunen et al., 2013). Les
variations des taux de sucres solubles sont capables de modifier I'expression de génes impliqués
dans les réponses au stress abiotique, tels que la superoxyde dismutase (Price et al., 2004). Le
glucose a l'avantage supplémentaire d'étre une molécule de signalisation et antioxydante et il

peut atténuer plusieurs types de stress abiotiqgue (Mostofa et al., 2014). Sperdouli et
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Moustakas (2012) ont rapporté une accumulation et une interaction d'une augmentation de la
proline et des sucres solubles maintenant une protection antioxydante élevée dans les feuilles

des plantes soumises a un stress métallique.

Yusuf et al., (2021) ont montré que le traitement exogéne avec le glucose (20 mM) ont
amélioré de maniere significative la croissance, la performance photosynthétique et la capacité
antioxydante des plantes de concombre stressés avec le cuivre.

111.2.3 Systéme anti-oxydant

111.2.3.1 Polyphénols et Flavonoides (TPC et TFC)

Les résultats ont montré une augmentation des teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides proportionnellement avec les doses appliquées du cuivre. Les accumulations des
polyphénols totaux et les flavonoides dans les feuilles sont significatives a partir de la dose 400
ppm de cuivre, elles atteignent leur maximum aux doses de 800 et 1000 ppm de cuivre.
L’accumulation du contenu en polyphénols et flavonoides est conditionnée par le facteur
variétal, ou la variété Super Aguadulce accumule plus de ces métabolites secondaires que la

variété Sidi Aich.

Les teneurs en polyphénols (TPC) sont ¢levées dans les feuilles de la feve sous I’effet
du cuivre comparativement aux plantes témoins. Ces résultats sont concordants avec ceux de
Kisa et al. (2016), ou il a observé une augmentation des polyphénols sous I’effet du stress de
cuivre chez Zea mays, Sgherri et al., (2013) qui ont signalé une augmentation de plus de 31 et
46% de TPC chez Raphanus sativus traitée respectivement par 5 et 15 uM de cuivre. Diaz et
al., (2001), ont constaté que le traitement du Capsicum annuum L. avec du cuivre a une
concentration de 50 pM de CuSO.; augmente la teneur totale en TPC a 240 % dans les

hypocotyles par rapport au témoin.

La production de flavonoides totaux (TF) chez la feve a augmenté avec la concentration
de cuivre, indiquant que les voies de biosynthése des flavonoides ont été stimulées par le stress
de cuivre. Zhu et al., (2020) ont montré que le stress au Cu (50,100 et 200 mg L™* de CuCl,)
augmente significativement (p<0.05) les teneurs en flavonoides chez Belamcanda chinensis,
cette augmentation est proportionnelle avec le temps (7, 14, 21, 28, 35 et 42 jours). Amri et al.,
(2017) ont détecté des augmentations significatives des teneurs en flavonoides et polyphénols

chez Marrubium vulgare avec I’augmentation des doses de cuivre (200 et 300 mg/l). Manan
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et al., (2015) ont signalé également une accumulation significative des flavonoides chez

Orthosiphon stamineus sous I’effet de stress de cuivre et plomb.

les métaux lourds, peuvent intensifier les processus de production d’ERO conduisant au
stress oxydatif (Sytar et al., 2013, Cuypers et al.,, 2010). Devant cette perturbation,
I'accumulation de substances phénoliques tels que les polyphénols et les flavonoides, dans les
tissus végétaux est considérée comme une mécanismes de defense contre le stress oxydatif
(Ahanger et al., 2020). Les composés phénoliques sont des molécules biologiques actives
possédants un ou plusieurs cycles benzéniques portants un ou plusieurs fonctions hydroxyles
(Dar et al., 2017).

L'action antioxydante des composés phénoliques est due a leur forte tendance a chélater
les métaux et détoxifier les radicaux libres (Ahanger et al., 2020 ; Bartwal et al., 2013; Nasim
et Dhir 2010). Les composés phénoliques possedent des groupes hydroxyle et carboxyle,
capables de se lier au cuivre (Jung et al., 2003). Les phénols, en particulier les flavonoides,
peuvent étre oxydés par la peroxydase, et agissent dans le systéme de piégeage du H2O3, contre
la contamination par les métaux lourds. Ils peuvent supprimer la réaction de Fenton induite par
le superoxyde, qui est considerée comme la source la plus importante de ROS (Michalak,
2006).

111.2.3.2 Catalase et Péroxydase

Les résultats trouvés ont dévoilé une augmentation de [P’activité enzymatique

proportionnellement avec les doses appliquées du cuivre.

L’activité catalase (CAT) a augmenté dans les feuilles de la féve sous I’effet du stress
métallique comparativement a la plante témoin, cette augmentation est trés importante a partir
de la dose 400 ppm de cuivre, et atteint son maximum a la dose de 800 et 1000 ppm de cuivre
(85.8% pour V1 et plus de 63.2% pour V2).

Pour la péroxydase (GPx), les résultats ont montré également une augmentation
de son activité en fonction de I’augmentation des doses de cuivre dans le substrat, cette
augmentation est significative a partir de la dose 400 ppm de cuivre, et elle atteint son maximum
aux doses de 800 et 1000 pm de cuivre. L’évolution de cette activité enzymatique est importante

chez la variété Sidi Aich que chez la variété Super Aguadulce.
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Ces résultats sont concordants avec ceux des travaux de Saleem et al., (2020), ou ils ont
observé une augmentation 1’activité POD sous ’effet du cuivre (600 ppm) chez Linum
usitatissimum . De plus, Sdnchez-Pardo et al., (2012) ont été rapporté que I’activité POD
augmente chez le lupin blanc et le soja exposés a 192 uM de Cu pendant 35 jours. (Mei et al.,
2015) ont été remarquée également une augmentation significative des activités POD et CAT
dans les feuilles et les racines des génotypes de coton sous stress de cuivre (100 ppm pendant
4 jours). L’exces de cuivre provoque une augmentation de 1’activité CAT chez le mais (Liu et
al., 2018a), la tomate et le concombre (Iseri et al., 2011) et chez le pois chiche (Kumar et al.
2014).

Lors de I'exposition des plantes a des concentrations élevées de cuivre, la réponse de
défense antioxydante des plantes augmente en raison de la production et de I'accumulation des
ROS (Kumar et al., 2021). une concentration élevée de Cu active des genes de défense, qui
stimulent davantage les enzymes antioxydantes telles que CAT, SOD, APOX, GPX, etc., pour
piéger les radicaux libres et combattre les effets nefastes du stress (Adrees et al., 2015).
L’activité SOD dismutase les ions superoxydes et les convertit en oxygene et en peroxyde
d'’hydrogéne (H20.). L'activite CAT favorise la detoxification du H20. produit par la SOD
(Sidhu et al., 2020). Les POD sont une autre famille d'enzymes antioxydantes impliquées dans
la conversion de H202 en H2O et en oxygene (Hu et al., 2018). Certaines études antérieures ont
proposé une augmentation de l'activité POD comme indication de la décomposition de H20>
dans les plantes (Hu et al., 2018; Liu et al., 2018b).

La réponse des plantes au stress oxydatif dépend également des especes végétales et des
cultivars (Yruela 2013 ; Fidalgo et al., 2013). Par exemple, l'augmentation de la concentration
de Cu a augmenté l'activité de la SOD dans les feuilles et les racines de l'ail et du mais (Meng
et al., 2007 ; Liu et al., 2014) et a diminué I’activité peroxydase (POD) dans les feuilles d'ail
(Meng et al., 2007). Les enzymes antioxydantes sont considérées comme le modérateur des
dommages oxydatifs, offrant ainsi une protection aux biomolécules contre le stress induit par
le Cu (Chandrasekhar et Ray, 2017).

111.2.4 Accumulation et translocation du cuivre

L’accumulation de cuivre dans de la feve augmente progressivement avec les doses
croissantes de ce métal dans le substrat de culture, cette accumulation est significative a partir
de la dose 200 ppm de cuivre et atteint son maximum a la dose de 1000 ppm de Cu dans les

deux parties de la feve. La teneur en cuivre accumulée dans la partie racinaire est plus
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importante que celle enregistrée dans la partie aérienne chez les deux variétés étudiées, avec un
indice de translocation de cuivre inférieur a 1 pour toutes les concentrations appliquées du

cuivre.

Nos résultat sont en accord avec ceux de Chinmayee et al., (2012), qui montrent que
les racines de Amarathus spinosus accumulent plus de cuivre que la tige et les feuilles suite a
une application des doses de 60, 200 et 300 mM de cuivre dans le sol. Ainsi Elleuch et al.
(2013) ont indiqué que les plantes de fenugrec présentent un niveau de cuivre plus important
dans les racines que dans les pousses suggérant que le métal s'accumule immédiatement dans
les racines, plus tard dans la tige et les feuilles. Mahmud et al., (2013) ont montré également
une accumulation de cuivre par Abelmoschus esculentus L, Basella alba L, Solanum

lycopersicum L et Triticum aestivum L. apres une application de 25, 50, 75 et 100 uM de cuivre.

Gharbi et al., (2005) ont etudié I'accumulation de Cu dans la laitue et les épinards, ils
ont montré que la laitue a un potentiel relativement plus élevé d'absorption et de translocation
de Cu que les épinards. Dans la laitue, I'accumulation de Cu était plus élevee dans les racines

que dans les pousses, et 60 a 80 % du Cu total de la plante se trouve dans les racines.

L'absorption et I'accumulation de Cu dans la plante (racines et pousses) dépendent
principalement du niveau et biodisponibilité de Cu dans le sol, des conditions de croissance et
de I’espéce végétale (Cambrollé et al., 2013b). Les ions de cuivre sont fortement accumulées
dans les racines car le Cu a tendance a étre fortement absorbé par les racines des plantes et n'est

pas facilement transporté vers les parties aériennes de la plante (Chen et al., 2015).

Le Cu absorbé par les plantes de la féeve a été retenu dans les racines, principalement
aux concentrations les plus élevées (FT<1). Ce comportement est utilisé par de nombreuses
plantes comme un mécanisme de tolérance aux métaux lourds pour réduire la translocation du
métal vers la partie aérienne et pour éviter les dommages causés par la toxicité du métal lourd
sur l'appareil photosynthétique présent dans les feuilles (Marco et al., 2016). Une fois que les
plantes ne sont pas mortes et ont encore accumulé le métal dans les racines, alors que les plantes
sont souffertes avec la présence d'un exces de cuivre (Marques et al., 2018). Le facteur de
translocation (FT) est de I’ordre de 0,35 a 0,52 au niveau des traitements 200, 600, 800 et 1000
ppm de Cu. Selon Deng et al. (2004) le FT supérieur a 1 signifie une translocation du métal
depuis les racines vers les feuilles ce qui n’est pas constaté dans notre étude ou le Cu est

davantage accumulé dans les racines.
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La tolérance au cuivre est liée a la capacité de la plante a accumulé du métal dans ses
racines et empécher efficacement sa translocation vers les tissus photosynthétiques (Cambrollé
et al., 2013b). Plusieurs études ont révélé que le Cu absorbé reste localisé dans les parois
cellulaires ou les vacuoles au niveau des racines, cet mécanisme considéré comme une stratégie
pour faire face au I’excés de Cu (Kumar et al., 2021 ; Trigueros et Rossini-Oliva, 2021 ;
Sharma et al., 2016). D'autres mécanismes tels que lI'accumulation de Cu dans des vésicules
cytoplasmiques sont également observés (Liu et Kottke, 2004). Il existe des familles de génes
qui jouent un réle clé dans le contréle du stress di au cuivre (Lombardi et Sebastiani, 2005),
et certaines d'entre elles sont liées a la formation de l'actine et du cytosquelette et a I'activité du
superoxyde dismutase dans les tissus racinaires (Vidal et al., 2021).

Le début de la toxicité du cuivre définie comme une diminution de 10 % du rendement
en matiere séche de la plante, selon I’espece végétale, cette toxicité est observée a des
concentrations de cuivre qui comprises entre 20 et 30 mg kg™ de MS dans la partie aérienne, et
comprises entre 100 et 400 mg Cu kg™ de MS dans les racines des plantes (Ballabio et al.,
2018 ; Oorts, 2013 ; Kabata-Pendias et Pendias, 2011 ; Degryse et al., 2008 ; Sheldon et
Menzies, 2005 ). Nos résultats indiquent que la diminution de la biomasse séche de la féve est
significative a partir de la dose de 400 ppm de cuivre, ou on a enregistré des abaissements
importants (plus de 10% par rapport au témoin). D’autre part, I’accumulation de cuivre dans la
feve devient toxique a partir de la dose 400 ppm de Cu, ou elle dépasse la concentration normale
du cuivre dans la plante (>40 mg/Kg MS dans la partie aérienne). L’addition de la concentration
200 ppm de cuivre n’affecte pas significativement la croissance de la plante, ’accumulation du
cuivre dans les partie aérienne dans cette concentration est comprise entre 17 a 19 mg/kg. MS
et entre 37 a 41 mg/kg de MS dans les racines de la féve, ce qui signifie que cette concentration

n’est pas stressante pour la féve.

Le cuivre est un oligo-nutriment essentiel pour la croissance normale des plantes, mais
il devient toxique lorsqu'il dépasse la limite de la toxicité et conduit a de mauvaises
performances de croissance des plantes avec une perte de rendement des cultures (Alengebawy
et al., 2021). Une concentration plus élevée de Cu a affecté la croissance des racines et des
pousses en raison de l'inhibition de I'élongation cellulaire et de la réduction de la division
cellulaire (Adrees et al., 2015). Il est également rapporté que l'excés de Cu affecte les processus
cellulaires vitaux tels que la photosyntheése, la respiration et la teneur en eau relative, qui
conduisent a une biomasse réduite (Kumar et al., 2021). L'effet toxique du Cu sur les
performances de croissance était principalement lié a une teneur réduite en chlorophylle, a une
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absorption minérale altérée et a des niveaux hormonaux perturbés dans les plantes traitées au
Cu (Angulo-Bejarano et al., 2021).
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Conclusion générale

La toxicité du cuivre est un probléme important pour la feve. Dans la présente étude,
I’exces de cuivre dans le substrat de culture affecte tous les paramétres étudiés de la feve, ou il
agit négativement sur la croissance et le développement de la plante. Ces effets nocifs du cuivre
s’expliquent par sa tendance a s'accumuler dans les tissus de la feve avec des concentrations
toxiques en causants des perturbations morpho-physiologiques et enzymatiques de la feve. Les

principaux effets phytotoxiques du cuivre sur la feve ont été résumés ci-dessous :

- La toxicité du cuivre provoque des réductions importantes des parametres
morphologiques de la feve. Cependant, I’exces du cuivre dans le substrat (400 a
1000 ppm) a diminué fortement la hauteur des tiges, le nombre de folioles, la surface
foliaire et le volume racinaire. La diminution de ces paramétres est liée avec
I’intensité du cuivre, et atteindre plus de 45% pour toutes ces parametres.

- La biomasse végétale est un critére important pour déterminer I’effet de stress
métallique sur les plantes. L’excés du cuivre engendre une diminution de la matiére
seche de la feve. Cet effet dépressif du cuivre est plus marqué sur les racines que sur
les parties aériennes.

- Lestress de cuivre perturbe la photosynthese chez la feve, les concentrations élevées
du cuivre (400 a 1000 ppm) sont a I’origine de la diminution des teneurs en
chlorophylle a, b et caroténoides. La chlorophylle b apparait étre plus sensible que
la chlorophylle a, a la toxicité du Cu.

- La teneur en protéines totales est affectée par la toxicité de cuivre entrainant une
diminution de la valeur nutritionnelle de la féve.

- L’état hydrique de la féve présentée par la teneur relative en eau est également
diminué sous I’effet de cuivre.

- Latoxicité du cuivre stimule la production des osmorégulateurs dans les feuilles. La
proline et les sucres solubles sont fortement accumulés a partir de la dose 400 ppm
de cuivre, chez les deux variétés de la feve.

- La réponse anti oxydante de la féve (I’activité enzymatique et non enzymatique)
augmente en raison de ’augmentation de stress de cuivre. La surproduction des
polyphénols et des flavonoides sont importantes chez la variété super Aguadulce et
atteint respectivement a 94 et 150 % a la dose 1000 ppm de cuivre. L’activité
peroxydase et catalase est stimulée pour éliminer les radicaux libres et lutter contre
les effets néfastes du stress de cuivre, la sur activation de ces enzymes est importante

pour les doses de 800 et 1000 ppm de cuivre, par une augmentation qui atteindre
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plus de 59 % pour I’activité peroxydase (V2) et plus de 85 % pour I’activité catalase
(VD).

- Le cuivre est accumulé dans les tissus de la féve avec des niveaux plus élevés
dépassant la concentration normale de cuivre dans les plantes. La translocation du
cuivre vers les parties aériennes est limitée par une forte accumulation du Cu dans
les racines (FT < 1), cette accumulation permet de réduire les dommages néfastes
du Cu sur les organes aériens. La concentration 400 ppm est remarquée comme une
dose critique de la toxicité du cuivre. Au-dela de cette dose, la feve souffre la toxicité
du cuivre, sa matiére séche a diminué de 10 a 23 %, les pigments photosynthétiques
étant réduites dans les deux variétés. De méme, la teneur totale en protéines a
enregistré une diminution de 21 % (V2). Pour que la plante s'adapte a vivre sous le
stress du cuivre, elle s’accumule des niveaux élevés d'osmo-régulateurs avec une
stimulation du systéme défensif antioxydant enzymatique et non enzymatique.

- L’application de la concentration 200 ppm de cuivre n’affecte que faiblement la
croissance de la plante, le majeur partie du cuivre absorbé est accumulé dans les
racines (70%) ce qui permet de préserver les organes photosynthétiques a I’exces de
cuivre.

Les deux variétés de la féve ont présenté des réponses variétales tres distinctes, selon les

parametres étudiés. Ces réponses peuvent étre résumées comme suit :

- Lavariété Sidi Aich présente une sensibilité plus importante a la toxicité du cuivre,
particulierement en réponse aux parametres morphologiques foliaires (nombre et
surface foliaires).

- Sur le plan physiologique, la variété Sidi Aich montre une sensibilité plus élevée en
réponse au stress de cuivre pour la teneur en Chl a, protéines, la teneur relative en
eau et la teneur en proline. Par contre, la variété Super Aguadulce est plus sensible
a la toxicité du cuivre, a ’expression des paramétres des caroténoides et teneur en
sucre solubles.

- Sur le plan anti-oxydant, la variété Sidi Aich montre une sensibilité plus importante
au cuivre pour I’expression des paramétres antioxydants non enzymatiques (TPC et
TFC). Tandis que, pour I’activité peroxydase, la variété Super Aguadulce a présenté
une sensibilité plus élevée au stress de cuivre, pour I’activité catalase, la réponse des
deux variétés de la féve au cuivre est similaire.

- Pour I’accumulation du cuivre dans les tissus de la plante, la variété Super

Aguadulce a donné des valeurs supérieures que la variété Sidi Aich pour
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I’accumulation du cuivre dans la partie aérienne. Pour la partie racinaire, la variété

Sidi Aich accumule davantage le cuivre que la variété Super Aguadulce.
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Tableau 28: Principaux résultats de I’effet du cuivre sur le comportement morpho-
physiologiques et enzymatiques de la feve (V1 et V2). (a, b, c,.. : groupes homogenes)
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Perspectives

Cette étude a permis de caractériser un probleme environnemental sérieux qui concerne

la toxicité du cuivre sur la féeve. Au terme de cette étude, certains parametres intéressants

méritent d’étre développé profondément dans le but de donner des réponses trés precises pour

le développement de la féve en Algérie dans I’objectif d’améliorer les rendements de cette

culture. Pour cela il est nécessaire,

Une étude sur des sites contaminés pour se rapprocher d’avantage des conditions
naturelles, et définir les seuils de concentrations toxiques de cuivre in situ au lieu de
se limiter a des tests de laboratoire, car notre expérimentation a été effectuée sous
serre sur des temps limités et dans des volumes de substrat réduit.

Utiliser les résultats obtenus pour informer les agriculteurs sur les concentrations
appropriées du cuivre dans le sol afin de réduire sont accumulation et assurer une
production agricole durable. Selon les résultats de la biomasse totale de la feve
obtenus, les ions de cuivre ont tendance a créer des niveaux différentiels de la
toxicité dans la plante, I’effet des niveaux faibles et éleveées de cuivre sur la

croissance de la féve est résumé dans le tableau suivant :

Tableau 29: Niveaux de la toxicité du cuivre sur la croissance de la feve (Benouis, 2022)

Dose de Cu 0 200 400 600 800 1000
(Cu SO4)

. . Début de la R
Niveau de la Témoin Fal_b.le, toxicité /Toxicité Toxicité élevée TOX’ICIt(? tres
e, toxicité élevée

toxicité moyenne

Il serait important d’étudier la spéciation et la biodisponibilité du cuivre dans le sol
et la mobilité du Cu a l'intérieur de la plante, pour améliorer les connaissances sur
les facteurs qui interviennent dans le transfert du cuivre vers les parties
photosynthétiques.

Nous recommandons aussi d’étudier le comportement de cuivre dans le systéme
rhizospherique, tel que 1’étude de la microflore rhizosphérique et I’identification
moléculaire des exsudats racinaires dans la condition de stress de cuivre.

Il serait utile de tester d’autres espéces d’intérét agronomique car ces études

permettraient de définir le spectre d’accumulation et de toxicité du Cu en fonction
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d’espéces étudiées et donc de mieux sélectionner des especes a cultiver & moindre
risque a la toxicité du cuivre.

- Ilest trés important de tester d’autres paramétres pour enrichir ce travail, tel que les
paramétres anatomiques et chimiques, et pour approfondie cette étude il est
important aussi de réaliser des études génétiques pour identifie les genes impliqués
dans la tolérance de stress de cuivre, et d’isoler et d’identifier les protéines liant au
Cu par différentes approches protéomique (gels bidirectionnels 2D, séparation par
chromatographie).
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Annexe 1

Analyses physico-chimiques du sol

»Texture
La texture du sol est déterminée par la méthode de Bouyoucos (1951) les particules du sable,
limon et argile sont calculés par les formules suivantes :

Argile + limon% = 100

A
poids de sol (g)><

Argile % = 100

Limon % = (argile+limon)-argile

Sable % = 100-(argile+limon)

A = (température-20um) x 0.36+lecture hydrométre (40 sec)
B = (température-20um) x 0.36+lecture hydromeétre (120 min)
Température = 18C°

Lecture hydrométre = 40 sec : 10.20 ; 120 min : 10.05
» pH (rapport 2/5 sol/eau)

Le potentiel d’hydrogéne (pH) est déterminé par la méthode de Grewelling et Peech (1960).
La détermination de pH se fait a I1’aide d’un pH-metre avec le rapport : 2/5
sol/eau.

Conductivité électrique (CE) (rapport 1/10 sol/eau)

La conductivité électrique est déterminée par la methode de Rhoades, 1989. La
détermination de la conductivité électrique se fait a 1’aide d’un conductimeétre avec le
rapport 1/10 sol/eau.

Matiére organique :

La teneur en matiére organique est déterminée a partir du dosage du carbone organique,
lequel est dosé par la méthode WALKLEY et BLACK, 1934 (Oxydation du carbone par un

mélange sulfo-chromique a froid et titrage de 1’excés de bichromate par le sel de Mohr). La

teneur en MO totale est estimée selon le rapport : MC%/% =1,72.

Calcaire total :

Nous employons le calcimétre BERNARD del100 cm3 de capacité.

Capacité d’échange cationique

CEC mesurée par la méthode de Metson, 1956 (aprés extraction des cations a 1’acétate
d’ammonium a pH 7) 1 (meq/100 g).

Granulométrie :

Nous utilisons la méthode internationale adoptée par I’Association Internationale pour la
Science du Sol. Le dispersant employé est I’ammoniaque et la séparation des particules est faite
par la méthode de la pipette Robinson,
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Annexe 3
Analyse de variance
1. Hauteur de la tige
S.C.E DDL | C.M. |TEST F|PROBA| E.T. C.V.
Var. Totale 3555.917 47 75.658
Var. Facteur 1 2723.417 5 544.683| 31.051 0
Var. Facteur 2 36.75 1 36.75 2.095 |0.15276
Var. Inter F1*2 164.25 5 32.85 1.873 |0.12275
Var. Résiduelle 1 631.5 36 17.542 4.188 9.26%
2. Nombre de folioles
S.C.E | DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var. Totale 5005 47 106,489
Var. Facteur 1 4141,75 5 828,35 40,822 0
Var. Facteur 2 108,001 1 108,001 5,322 0,02558
Var. Inter F1*2 24,75 5 4,95 0,244 0,93891
Var. Résiduelle 1 730,5 36 20,292 4,505 9,53%
3. Surface foliaire
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | E.T. C.V.
Var. Totale 7079,995 47 150,638
Var. Facteur 1 5316,2 5 1063,24 71,972 0
Var. Facteur 2 1067,854 1 1067,854 72,284 0
Var. Inter F1*2 164,111 5 32,822 2,222 0,07274
Var. Résiduelle 1 531,83 36 14,773 3,844 | 7,81%
4. Volume racinaires
S.C.E |DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var. Totale 424,03 47 9,022
Var. Facteur 1 294,325 5 58,865 22,014 0
Var. Facteur 2 3,101 1 3,101 1,16 0,28893
Var. Inter F1*2 30,339 5 6,068 2,269 0,06775
Var. Résiduelle 1 96,265 36 2,674 1,635 | 13,27%

5. Poids sec des racines




S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | E.T. C.V.
Var. Totale 63.769 47 1.357
Var. Facteur 1 54.456 5 10.891 55.248 0
Var. Facteur 2 0.362 1 0.362 1.836 0.18067
Var. Inter F1*2 1.855 5 0.371 1.882 0.12106
Var. Résiduelle 1 7.097 36 0.197 0.444 |15.00%
6. Poids sec de la partie aérienne
S.C.E |DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var. Totale 307,746 47 6,548
Var. Facteur 1 277,116 5 55,423 74,812 0
Var. Facteur 2 0 1 0 0 0,98907
Var. Inter F1*2 3,96 5 0,792 1,069 0,39397
Var. Résiduelle 1 26,67 36 0,741 0,861 10,58%
7. Chlorophylle a
S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA| E.T. C.V.
Var. Totale 282,064 47 6,001
Var. Facteur 1 263,302 5 52,66 195,272 0
Var. Facteur 2 1,251 1 1,251 4,638 0,03611
Var. Inter F1*2 7,802 5 1,56 5,786 0,00054
Var. Résiduelle 1 9,708 36 0,27 0,519 | 7,80%
8. Chlorophylle b
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var. Totale 602,446 47 12,818
Var. Facteur 1 567,882 5 113,576 177,36 0
Var. Facteur 2 0,443 1 0,443 0,691 0,41617
Var. Inter F1*2 11,069 5 2,214 3,457 0,01188
Var. Résiduelle 1 23,053 36 0,64 0,8 10,77%
9. Caroténoides
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | E.T. C.V.
Var. Totale 145,179 47 3,089
Var. Facteur 1 99,477 5 19,895 26,029 0
Var. Facteur 2 12,761 1 12,761 16,694 | 0,00029
Var. Inter F1*2 5,424 5 1,085 1,419 0,24015
Var. Résiduelle 1 27,517 36 0,764 0,874 | 14,59%
10. Protéines
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var. Totale 7904,975 47 168,191




Var. Facteur 1 7094,933 5 1418,987 | 104,113 0
Var. Facteur 2 68,308 1 68,308 5,012 0,02986
Var. Inter F1*2 251,079 5 50,216 3,684 0,00861
Var. Résiduelle 1 | 490,656 36 13,629 3,692 [10,11%
11.  Teneur relative en eau
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | E.T. C.V.
Var. Totale 3985,454 47 84,797
Var. Facteur 1 2888,301 5 577,66 27,704 0
Var. Facteur 2 205,728 1 205,728 9,867 0,00342
Var. Inter F1*2 140,797 5 28,159 1,351 0,26531
Var. Résiduelle 1 750,629 36 20,851 4,566 | 7,33%
12. Proline
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | E-T. | C.V.
Var. Totale 15158,07 47 322,512
Var. Facteur 1 11672,92 5 2334,584 39,548 0
Var. Facteur 2 684,962 1 684,962 11,603 | 0,00174
Var. Inter F1*2 675,026 5 135,005 2,287 0,06597
Var. Résiduelle 1 | 2125,157 36 59,032 7,683 |8,82%
13. Sucres solubles
S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA| E.T. | C.V.
Var. Totale 7523,545 47 160,075
Var. Facteur 1 6149,294 5 1229,859 44,915 0
Var. Facteur 2 263,47 1 263,47 9,622 |0,00378
Var. Inter F1*2 125,032 5 25,006 0,913 |0,48459
Var. Résiduelle 1 985,749 36 27,382 5,233 9,51%
14.  Teneur en Polyphénols totaux
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | ET. | C.V.
Var. Totale 26660,73 | 47 567,25
Var. Facteur 1 23780,01 5 | 4756,001 | 137,804 0
Var. Facteur 2 1397,551 1 1397,551 40,494 0
Var. Inter F1*2 240,711 5 48,142 1,395 0,24882
Var. Résiduelle 1 1242,461 | 36 34,513 5,875 [6,37%
15.  Teneur en flavonoides (TFC)
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA | E.T. C.V.
Var. Totale 9246,749 | 47 196,739
Var. Facteur 1 7001,681 5 1400,336 | 53,207 0
Var. Facteur 2 1255,95 1 1255,95 | 47,721 0
Var. Inter F1*2 41,638 5 8,328 0,316 | 0,89967
Var. Résiduelle 1 947,48 36 26,319 513 | 17,85%
16.  Activité Catalase (CAT)
S.C.E | DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var. Totale 0,07 47 0,001
Var. Facteur 1 0,065 5 0,013 119,406 0
Var. Facteur 2 0 1 0 1,719 0,19527




Var. Inter F1*2 0,001 5 0 2,588 0,04213

Var. Résiduelle 1 | 0,004 36 0 0,01 8,81%
17.  Activité Peroxydase (POD)

S.C.E | DDL C.M. TEST F | PROBA E.T. C.V.

Var. Totale 1,064 47 0,023

Var. Facteur 1 0,944 5 0,189 239,488 0

Var. Facteur 2 0,061 1 0,061 77,92 0

Var. Inter F1*2 0,03 5 0,006 7,739 | 0,00006

Var. Résiduelle 1 0,028 36 0,001 0,028 | 3,69%
18.  Accumulation Cu dans les racines

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA ET. | C.V.

Var. Totale 872433.1 47 18562.41

Var. Facteur 1 864788.8 5 172957.8 | 1122.875 0

Var. Facteur 2 857.25 1 857.25 5.565 0.02271

Var. Inter F1*2 1241.938 5 248.388 1.613 0.18083

Var. Résiduelle 1 5545.125 36 154.031 12.411 | 7.07%
19.  Accumulation Cu dans la partie aerienne

S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.v.

Var. Totale 176380 47 3752.766

Var. Facteur 1 173511.8 5 34702.37 | 675.158 0

Var. Facteur 2 339.438 1 339.438 6.604 0.01389

Var. Inter F1*2 678.375 5 135.675 2.64 0.039

Var. Résiduelle 1 1850.359 36 51.399 7.169 | 8.60%

Annexe 4

Comparaisons de moyennes
TEST DE NEWMAN-KEULS - SEUIL =5%
1. Hauteur de la tige

FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 55.125 A
2.0 Fin2 53.125 A
3.0 F1n3 48 B
4.0 Fin4 40.625 C
5.0 F1n5 40.5 C
6.0 Fin6 33.875 D
2. Nombre de folioles

FACTEUR 1

: Cu Dose




F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 59,25 A
2.0 Fin2 55,125 A
3.0 F1n3 53,625 B
4.0 Fin4 41,25 C
5.0 F1n5 41 C
6.0 F1n6 33,25 D
FACTEUR 2 : Variété
F2 |LIBELLES MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
2.0 F2n2 48,75 A
1.0 F2nl 45,75 B
3. Surface foliaiaire
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 60,725 A
2.0 F1n2 58,675 A
3.0 F1n3 55,813
4.0 Fln4 49,388 C
5.0 F1n5 37,888 D
6.0 F1n6 32,763
FACTEUR 2 : Variété
F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 F2n2 53,925 A
1.0 F2nl 44,492 B
4, Volume racinaires
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
1.0 Flnl 15,463 A
2.0 F1n2 14,538 A
3.0 F1n3 14,25 A
4.0 Fln4 10,413 B
5.0 F1n5 10,038 B
6.0 F1n6 9,25 B
5. Poids sec des racines
FACTEUR 1 :Cu_
F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 F2nl 4,239 A
2.0 F2n2 4,09 A
3.0 F2n3 3,518 B
4.0 F2n4 2,417 C




5.0

F2n5

2,176

6.0

F2n6

1,325

6. Poids sec de la partie aérienne

FACTEUR 1 Cu_
F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 F2nl 11,298 A
2.0 F2n2 10,563 A
3.0 F2n3 9,181 B
5.0 F2n5 6,706 C
4.0 F2n4 6,544 C
6.0 F2n6 4,519
7. Chlorophylle a
- FACTEUR1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 9,534 A
2.0 F1n2 9,188 A
3.0 F1n3 8,019 B
4.0 Fln4 5,201
5.0 F1n5 4,392 D
6.0 F1n6 3,636
- FACTEUR?2 : Variété
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
2.0 F2n2 6,823 A
1.0 F2nl 6,5 B
- INTER F1*2 : Cu Dose-Variété
F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 1.0 Flnl F2nl 9,905 A
2.0 2.0 F1n2 F2n2 9,198 A B
2.0 1.0 F1n2 F2nl 9,178 A B
1.0 2.0 F1nl F2n2 9,163 A B
3.0 2.0 F1n3 F2n2 8,364 B
3.0 10 F1n3 F2nl 7,675
4.0 1.0 F1n4 F2nl 5,428 D
5.0 2.0 F1n5 F2n2 5,21 D
4.0 2.0 F1n4 F2n2 4,975 D
6.0 2.0 F1n6 F2n2 4,031
5.0 1.0 F1n5 F2nl 3,575
6.0 1.0 F1n6 F2nl 3,242

8. Chlorophylle b
INTER F1*2

: Cu Dose-Variété




FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 11,798 A
2.0 F1n2 11,108 A
3.0 F1n3 9,307 B
4.0 Filn4 5,083 C
5.0 F1n5 4,161 D
6.0 F1n6 3,111
F1 F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 2.0 F1nl F2n2 11,922 A
1.0 1.0 F1nl F2nl 11,674 A
2.0 1.0 F1n2 F2nl 11,519 A
2.0 20 F1n2 F2n2 10,698 A B
3.01.0 F1n3 F2nl 9,704 B C
3.0 20 F1n3 F2n2 8,909 C
40 1.0 F1n4 F2nl 5,815 D
5.0 2.0 F1n5 F2n2 4,904 D E
40 2.0 F1n4 F2n2 4,351 E F
5.0 1.0 F1n5 F2nl 3,418 F
6.0 2.0 F1n6 F2n2 3,208 F
6.0 1.0 F1n6 F2nl 3,013 F
9. Caroténoides
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 7,976 A
2.0 F1n2 7,426 A
3.0 F1n3 6,557 B
4.0 Fin4 5,406 C
5.0 F1n5 4,404 D
6.0 F1n6 4,187 D
FACTEUR 2 : Variété
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
1.0 F2nl 6,508 A
2.0 F2n2 5,477 B
10. Protéines
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 F1n2 52,4 A
1.0 Finl 48,458 B
3.0 F1n3 41,541 C
4.0 Fin4 32,678 D
5.0 F1n5 26,154 E
6.0 F1n6 17,953




FACTEUR 2 : Variété
GROUPES
F2 LIBELLES | MOYENNES HOMOGENES
2.0 F2n2 37,723 A
1.0 F2nl 35,338 B
INTER F1*2 : Cu Dose-Variété
F1 F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 20 | F1n2 F2n2 56,75 A
1.0 2.0 Finl F2n2 51,25 B
2.0 1.0 | F1n2 F2n1 48,05 B C
1.0 1.0 Finl F2nl 45,665 B C D
3.0 1.0 | FIn3F2n1 42,94 C D
3.0 20 | F1n3 F2n2 40,142 D E
40 1.0 Fin4 F2nl 34,86 E F
4.0 20 | Fln4 F2n2 30,495 F G
5.0 20 | F1n5F2n2 28,043 G
5.0 1.0 F1n5 F2nl 24,265 G
6.0 2.0 | F1n6 F2n2 19,66
6.0 1.0 F1n6 F2nl 16,245
F1n5 F2nl H
F1n6 F2n2 H |
F1n6 F2nl |
11. Teneur relative en eau
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 72,718 A
2.0 F1n2 70,012 A
3.0 F1n3 65,028 B
4.0 F1n4 60,178 C
5.0 F1n5 54,471
6.0 F1n6 51,355
FACTEUR 2 : Variété
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
2.0 F2n2 64,364 A
1.0 F2nl 60,223 B
12. Proline
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
6.0 F1n6 109,347 A
5.0 F1n5 95,155 B
4.0 Fln4 93,128 B
3.0 F1n3 91,259 B
2.0 F1n2 69,892 C
1.0 Finl 63,657 C

FACTEUR 2

: Variété




GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
2.0 F2n2 90,851 A
1.0 F2nl 83,295 B
13.  Sucres solubles
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
6.0 F1n6 67,159 A
4.0 Fin4 65,165 A
5.0 F1n5 63,098 A
3.0 F1n3 54,737 B
2.0 Fin2 41,038 C
1.0 Finl 38,971 C
FACTEUR 2 . Variété
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
1.0 F2nl 57,371 A
2.0 F2n2 52,685 B
14.  Teneur en Polyphénols totaux
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
5.0 F1n5 116,229 A
6.0 F1n6 114,563 A
4.0 Fin4 100,521 B
3.0 F1n3 97,875 B
2.0 F1n2 62,917 C
1.0 Finl 61,604 C
FACTEUR 2 : Variété
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
2.0 F2n2 97,681 A
1.0 F2nl 86,889 B
15.  Teneur en flavonoides (TFC)
FACTEUR 1 : Cu Dose
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
6.0 F1n6 50,941 A
5.0 F1n5 37,661 B
4.0 Fin4 25,319 C
3.0 F1n3 24,298 C
2.0 Fin2 17,106
1.0 Finl 17,081




FACTEUR 2 : Variété
GROUPES

F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES

2.0 F2n2 33,849 A

1.0 F2nl 23,619 B

16.  Activité Catalase (CAT)
FACTEUR 1 : Cu Dose
GROUPES

F1 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES

6.0 F1n6 0,177 A

5.0 F1n5 0,155 B

4.0 Fin4 0,112 C

3.0 F1n3 0,108 C

2.0 Fin2 0,082

1.0 Finl 0,075
INTER F1*2 : Cu Dose-Variété

MOYENNE

F1 E2 | LIBELLES S GROUPES HOMOGENES
6.0 2.0 | F1n6 F2n2 0,18 A

6.0 1.0 | F1n6 F2nl 0,175 A

5.0 1.0| F1n5F2nl 0,158 B

5.0 20| F1n5F2n2 0,152 B

3.0 20| F1n3 F2n2 0,121 C

4.0 1.0| Fln4 F2nl 0,114 C

4.0 2.0| Fln4 F2n2 0,11 C

3.0 1.0| F1n3 F2nl 0,096 E
2.0 20| F1n2 F2n2 0,086 E F
2.0 1.0 | F1n2 F2nl 0,078 E F
1.0 1.0 | FlnlF2nl 0,077 E F
1.0 20| Flnl F2n2 0,073 F

17.  Activité Peroxydase (POD)

FACTEUR 1 : Cu Dose

F1 LIBELLES MOYENNES | GROUPES HOMOGENES

6.0 F1n6 0,946 A

5.0 F1n5 0,934 A

4.0 F1lnd 0,785 B

3.0 F1n3 0,675 C

2.0 F1n2 0,61

1.0 Finl 0,609

FACTEUR 2 : Variété

GROUPES

F2 LIBELLES | MOYENNES HOMOGENES

1.0 F2nl 0,796 A

2.0 F2n2 0,724 B

INTER F1*2

: Cu Dose-Variété




MOYENNE
F1 F2 | LIBELLES S GROUPES HOMOGENES
6.0 1.0| F1n6 F2nl 0,969 A
5.0 20| F1n5 F2n2 0,935 A
5.0 1.0| F1n5F2n1 0,933 A
6.0 2.0| F1n6 F2n2 0,923 A
4.0 1.0| Find4 F2nl 0,845 B
4.0 20| F1n4 F2n2 0,725 C
3.0 1.0| F1n3F2nl 0,712 C
2.0 1.0| F1n2 F2nl 0,685 C
3.0 20| F1n3 F2n2 0,639 D
1.0 1.0| F1nl F2n1 0,631 D
1.0 20| F1nl F2n2 0,587 E
2.0 20| F1n2 F2n2 0,536 F
18.  Accumulation Cu dans les racines

FACTEUR 1 : Cu Doses
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
6.0 F1n6 348.835 A
5.0 F1n5 325.79 B
4.0 Find 231.035 C
3.0 F1n3 99.985 D
2.0 F1n2 39.222 E
1.0 Finl 7.845

FACTEUR 2 - Variété
F2 | LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
1.0 F2nl 179.678 A
2.0 F2n2 171.226 B

19.  Accumulation Cu dans la partie aérienne

FACTEUR 1 . Cu Doses

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
6.0 F1n6 170.762 A
5.0 F1n5 150.151 B

4.0 Find 82.575 C
3.0 F1n3 63.194 D
2.0 F1n2 29.637 E
1.0 Finl 4.016

FACTEUR 2 : Variété
F2 | LIBELLES | MOYENNES | CGROUPES HOMOGENES
2.0 F2n2 86.049 A
1.0 F2nl 80.73 B

INTER F1*2

: Cu Doses-Variété




GROUPES HOMOGENES

F1 F2 LIBELLES | MOYENNES
6.0 2.0 F1n6 F2n2 178.234
6.0 1.0 F1n6 F2nl 163.291 B
5.0 2.0 F1n5 F2n2 150.398 C
5.0 1.0 F1n5 F2nl 149.904 C
40 1.0 F1n4 F2nl 85.303 D
40 2.0 F1n4 F2n2 79.848 D
3.0 20 F1n3 F2n2 68.983 E
3.01.0 F1n3 F2nl 57.406
2.0 20 F1n2 F2n2 35.14
2.0 1.0 F1n2 F2nl 24.134
1.0 1.0 F1nl F2nl 4.344
1.0 2.0 Finl F2n2 3.689
LIBELLES
F1n2 F2nl H
F1nl F2nl |

Finl F2n2
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Annexe 5

Corrélation des parametres étudiés

B

CuS0O4
VS

Mombre des folioles

-0.8833
-0.9487 to -0.7456
0.v¥802

=0.0001

i

Yes

24

CuS04
S
Ch b

-0.9517
-0.9792 to -0.8899
0.90586

=0.0001

s

Yes

24

Pour V1

C

CusSo4
VS
Surface foliaires

-0.8777T
-0.9461 to -0.7342
07703

=0.0001

i

Yes

24

Cus04
L=
Caroti

-0.8519
-0.9342 to -0.6834
0.7258

=0.0001

s

Yes

24

D

CusSo4
U=
Volume racinaire

-0.9032
-0.9577 to -0.7862
0.8157

=0.0001

FEdR

Yes

24

J

CuS04
=N
protein

-0.9062
-0.9590 to -0.7924
0.8211

=0.0001

s

Yes

24

CuSo4
U=
Root dw

-0.9342
-0.9715 to -0.8519
0.8728

=0.0001

FER

Yes

24

Cus04
VS
Rwc

-0.8597
-0.9379 to -0.6986
0.7391

=0.0001

s

Yes

24

CuSo4
U=
Shoot dw

-0.9120
-0.9616 to -0.8045
0.8317

=0.0001

i

Yes

24

L

CuS04
=N
proline

0.8418
0.6638 to 0.9295
0.7086

=0.0001

s

Yes

24



B Correlation
al
1 Pearsonr
2 r
3 95% confidence interval
4 R squared
5
65 | P walue
T P (two-tailed)
a3 P value summary
9 Significant? (alpha = 0.05
10

11  Number of XY Pairs

Pour V2

;i

a

O WA=

0| =~

w

10
11

Correlation

Pearson r
r

95% confidence interval

R squared

P value
P (two-tailed)
P value summary

M

Cuso4
WS
sucres

0.8652
0.7154 to 0.9418
0.7538

=0.0001

Sdded

Yes

24

A

CuS04
Vs,
Hauteur T

-0.8654
-0.9405 to -0.7098
0.7489

=(0.0001

Edkd

Significant? (alpha = 0.05 Yes

Number of XY Pairs

24

N

CuS04
=R
Flavonoide

0.8712
0.7213 to 0.9431
0.7590

=0.0001
Yes
24
B
CuS04

VS

MNombre des folioles

-0.9185
-0.9645 to -0.8182
0.8436

<0.0001

wwdd

Yes

24

O

CuS04
VS,
poly phenol

05991

07777 to 0.9558

08083

=0.0001

S

Yes

24

C

CuS04
WS,
Surface foliaires

-0.9426
-0.9752 to -0.8701
0.8885

<(.0001

P

Yes

24

P

CuS04
VS
activ peroxy

09670

0.9240 to 0.9858

0.9350

=0.0001

P

Yes

24

D

CuS04
WS,
Volume racinaire

-0.6773
-0.8488 to -0.3769
0.4588

Q R s
CuS04 CuS04 CuS04
WS VS, VS
Activity cat Cu Root Cu Shoot
0.9297 097538 0.9784
0.8421 to 0.9695 0.9439 to 0.96896 | 0.9498 to 0.9907
0.8643 09521 0.9572
=0.0001 =0.0001 =0.0001
Yes Yes Yes
24 24 24
E F G
CuS04 CuS04 CuS04
VS, VS, WS,
Root dw Shoot dw Chl a
-0.8914 -0.9419 -0.9172

-0.9524 to -0.7621
0.7947

=(0.0001

Edkd

Yes

24

-0.9745 to -0.8685
08872

<(0.0001

wwdd

Yes

24

-0.9639 to -0.8155
0.8412

=0.0001

wd

Yes

24



] Correlation

|
Pearson r

r
95% confidence interval
R squared

(5 I FU LS

(]

P value

CuS04
WS,
Chlb

-0.9367
-0.9726 to -0.8571
08773

CuS04
Vs,
carotin

-0.8645
-0.9401 to -0.7081
0.7474

J

CusS04
VS,
protein

-0.9287
-0.9690 to -0.8399
0.8624

CusSOd
VS,
Fwic

-0.8830
-0.9485 to -0.7450
07797

L

CuS04
VS,
proline

08794
07377 to 0.9469
07733

M
CuS04

VS,
Sucres

0.8609
0.7010 to 09384
07412

N

Cus04
VS,
Flavonoide

0.8834
0.7458 to 0.9487
0.7804

T P (two-tailed) =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001
a P value summary P P P - - . P
q Significant? (alpha = 0.05 Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
10
11  Number of XY Pairs 24 24 24 24 24 24 24
M O P Q R 5
CusS04 CuS04 CusS04 CusS04 CusS04 CusS04
EEEE Correlation = WS WS = WS =
Flavonoide paly phenol activ peroxy Activity cat Cu Root Cu Shoot
|
1 Pearsonr
2 r 08534 09207 09154 0.9386 09751 09765
3 95% confidence interval 07458 to 0.9487 | 0.8230 to 0.9655 0.8118 to 0.9631 08613 to 0.9734 0.9424 to 0.9893 0.9464 to 0.9901
4 R squared 07804 0.8477 0.8380 0.8809 09508 0.9542
5
6 P wvalue
T P (two-tailed) =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001 =0.0001
& P value summary i e e i i i
9 Significant? (alpha = 0.05 Yes Yes Yes Yes Yes Yes
10
11 | Number of XY Pairs 24 24 24 24 24 24



	INTRODUCTION GENERALE
	CHAPITRE I.
	SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
	I.1 Métaux lourds
	I.1.1 Généralité
	I.1.2 Origine
	a. Origine naturelle
	b. Origine anthropique


	I.2 Le cuivre
	I.2.1 Généralité
	I.2.2 Source naturelle
	I.2.3 Source anthropique
	I.2.4 Utilisation en agriculture
	I.2.5 Concentration dans l’environnement
	Le cuivre n’existant pas à l’état gazeux dans les conditions physico-chimiques de la terre, il est forcément associé aux aérosols. Ces poussières peuvent être générées par l’activité volcanique, la dégradation de la matière organique (ex. feux de forê...
	Le cuivre peut s'infiltrer dans l'eau potable à partir de certains tuyaux et raccords en cuivre, en particulier lorsque l'eau est restée en contact avec ces matériaux de plomberie pendant de longues périodes (Sruthi et al., 2018).L'organisation mondia...
	Le cuivre est fréquemment présent dans les ressources en eau et est considéré comme un polluant prioritaire (Sruthi et al., 2018). Selon l'OMS (2004), les niveaux de Cu dans les eaux de surface variaient de 0,0005 à 1 mg/l avec une valeur moyenne de 0...
	Les niveaux de fond naturels de cuivre dans le sol variaient entre 14 et 109 mg.kg-1 et la teneur moyenne en Cu dans le sol est de 38,9 mg kg-1 (Kabata-Pendias et Pendias, 2011).la concentration moyenne de cuivre dans les sédiment est 50 mg.kg-1(OMS, ...
	Cet oligoélément n’est requis par les plantes qu’en très faible quantité et les teneurs adéquates de Cu dans les parties aériennes des plantes s’élèvent à 5-20 mg kg-1 de matière sèche suivant le stade de développement et l’espèce considérés(Ballabio ...

	I.2.6 Cuivre dans le sol
	I.2.6.1 Mobilité
	I.2.6.2 Cuivre dans la phase solide
	a. Interaction du cuivre avec les argiles
	Par leur petite taille et leur structure en feuillets, les argiles jouent un rôle important dans la rétention des métaux (Nielsen et al,. 2015). Les argiles issues de l’altération des roches possèdent trois types de sites, fondamentalement différents,...
	 La structure en feuillet confère aux argiles la possibilité d’incorporer des charges positives (dont celle du cuivre) à l’intérieur des feuillets sous forme de complexes de sphère externe (Fig. 3). La capacité d’échange cationique des argiles dépend...
	 Les terminaisons des feuillets d’argiles constituent des sites de complexation de surface. Sur ces sites, le cuivre peut se lier sous forme de complexe de sphère interne. Grâce à ses propriétés chimiques, il peut donc être incorporé de façon préfére...
	 Les feuillets des argiles sont constitués d’un réseau formé en partie par des cations Al3+qui peuvent être substitués contre des cations bivalents ou trivalents différents, parmi lesquels le cuivre (Manceau et al., 2002).

	b. Interaction avec la MO
	De nombreuses études se sont intéressées à la réactivité de la matière organique avec les métaux dans les sols. L’ensemble de ces études ont montré une rétention importante des métaux par les matières organiques. Le cuivre présente la particularité d...

	c. Interaction avec les oxydes et hydroxydes métalliques
	Comparativement aux argiles, le cuivre présente une affinité plus importante pour les oxyhydroxydes de Fe, Al et Mn sur lesquels il est retenus principalement par des phénomènes d’adsorption spécifique, i.e. par la formation de complexes en sphère in...
	- Oxyhydroxydes Fe amorphes       Pb2+ >Cu2+> Zn2+ > Ni2+ > Cd2+ > Mg2+
	- Oxyhydroxydes Al                       Cu2+> Pb2+ > Zn2+ > Ni2+ > Cd2+ > Mg2+
	- Oxyhydroxydes Mn                      Pb2+ >Cu2+> Mn2+ > Zn2+ > Ni2+
	Les oxydes de Mn présents dans les sols ont généralement des réactivités au moins similaires, voire supérieures à celles des oxydes de Fer, à cause de la formation de structures lamellaires. Toutefois, les oxydes de Mn sont généralement bien moins ab...

	I.2.6.3 Cuivre dans la solution du sol
	I.2.6.4 Pollution des sols par le cuivre
	La contamination des sols par les métaux lourds devient une menace mondiale en raison de ses impacts négatifs sur la sécurité environnementale (Wang et al., 2018). Les activités anthropiques en particulier l'application de produits agrochimiques sont ...

	a. Action du cuivre sur le sol
	Le niveau élevé de Cu dans le sol est connu pour être toxique pour les micro-organismes, perturbant le cycle des nutriments et inhibant la minéralisation des nutriments essentiels comme l'azote (N) et le phosphore (P). Les microorganismes du sol (y co...


	I.2.7 Cuivre dans la plante
	I.2.7.1 Absorption du cuivre
	Les plantes absorbent les ions métalliques de la matrice du sol au niveau de l’épiderme et du cortex racinaire, puis les transferts vers divers organes (tissus et organites) par le parenchyme, l'endoderme et le xylème (Kumar et al., 2020). Cependant, ...
	L'expression des protéines COPT/Ctr dépend de la disponibilité du cation Cu dans la rhizosphère, du stade de croissance et des conditions environnementales locales, ce qui montre que l'absorption du Cu est régulée par le développement et l'environneme...

	I.2.7.2 Transport du cuivre vers la partie aérienne
	Une fois incorporés dans les racines, le cuivre est chargé dans le xylème pour permettre leur transport jusqu’aux parties aériennes de la plante (Boutigny, 2009).

	a. Rôle de transporteur ATPase
	Les ions cuivre absorbés par les racines des plantes peuvent être transférés sous forme de Cu (I) ou Cu (II), mais généralement sous forme de Cu-complexes (Lange et al., 2017). Les vaisseaux du xylème permettent le transfert de cuivre absorbé par les ...

	b. Rôle de transporteur NA
	Nicotianamine (NA) est un acide aminé synthétisé par les NA synthases (NAS), il joue également un rôle essentiel dans la translocation des minéraux (Hofmann, 2012). Le NA a la capacité de se lier à divers types de métaux de transition (Mn, Fe, Co, Zn,...

	I.2.7.3 Homéostasie du cuivre dans la cellule végétale
	Une fois transportés dans les différents tissus, le cuivre doit être correctement distribué dans l'ensemble des compartiments subcellulaires et à des concentrations non toxiques pour la cellule. Ceci peut se faire grâce à la présence de transporteurs ...

	I.2.7.4 Distribution intracellulaire du cuivre
	Une fois dans le cytosol, le cuivre est chélaté par des phytochélatines et des métallothionines (Cobbett, 2002) ou pris en charge par des métallo-chaperonnes (Matson Dzebo et al., 2018). Les métallo-chaperonnes permettent d'acheminer le métal à une pr...

	I.2.7.5 Rôle du cuivre dans la plante
	Le cuivre est un micronutriment essentiel avec une très faible concentration dans les tissus biologiques. Un niveau optimal de Cu est nécessaire pour une croissance et un développement normaux des plantes en raison de son implication dans de nombreux ...

	a. Rôle dans l’oxydo-réduction
	À l'intérieur des plantes, le Cu persiste principalement dans deux états d'oxydation, Cu+ (l'état réduit) et Cu+2 (l'état oxydé) (Ogunkunle et al., 2019). Le cuivre se lie à différents molécules à l'intérieur des plantes en fonction de son état d'oxyd...

	b. Production des ROS
	le cuivre intervient dans la production des ROS par réaction de Fenton en raison de sa nature redox-active (Zhang et al., 2020). Lors des réactions en chaîne de ces réactions biochimiques, des ROS sont générés naturellement, jusqu'à ce que les réactio...

	c. Transport d’électrons
	Le rôle le plus essentiel du Cu dans les plantes est le transport d'électrons dans le chloroplaste et les mitochondries (Aguirre et Pilon, 2016). En absence de cuivre, les plastocyaninesne ne sont pas fonctionnelles et la chaîne de transfert d’électro...

	d. Production de H2O2
	La nature redox du cuivre est également considérée comme bénéfique pour les plantes jusqu'à des niveaux supra optimaux. En raison de sa nature redox, le cuivre améliore la génération de H2O2 (peroxyde d'hydrogène), qui est une molécule de signalisatio...

	I.2.7.6 Carence du cuivre
	Les plantes cultivées sous carence en cuivre ont montré une altération de la chaîne de transport photosynthétique, qui est principalement due à l'inhibition de la fonction de la plastocyanine (Abdel-Ghany et Pilon, 2008). les plantes présentent des sy...


	I.2.8 Transfert sol-plante du cuivre
	I.2.8.1 Biodisponibilité
	La biodisponibilité est l’aptitude d’un élément à être transféré d’un compartiment du sol vers un organisme vivant (bactérie, végétal, animal, homme). Lorsque l’organisme vivant est une plante, on parle de phyto-disponibilité (Baize, 1997). Les plante...
	L’évaluation de la phyto-disponibilité des métaux pour les plantes, peut être utilisée pour prévenir (i) de leur accumulation possible dans les organes consommés des plantes pouvant induire des risques pour la santé humaine et (ii) d’une éventuelle to...

	I.2.8.2 Facteurs influençant la biodisponibilité du cuivre
	a. pH du sol
	Divers facteurs et processus du sol contrôlent la sorption / la précipitation / la désorption des métaux dans le sol (Sharma et al., 2009). Plusieurs études ont montré que, le pH du sol a un effet plus important sur la mobilité et la phytodisponibilit...

	b. Matière organique
	Outre le pH du sol, la teneur en matière organique du sol (MO) joue un rôle très important dans la mobilité et la disponibilité des métaux lourds dans le sol, y compris le Cu (Laurent et al., 2020) . La matière organique est associée à la capacité du ...
	Dans le sol, la MO forme des complexes très forts avec le Cu. Par conséquent, le complexe Cu-MO est généralement la forme la plus prédominante de cuivre dans les sols à forte teneur en MO (Araújo et al., 2019). Certaines études ont rapporté qu'environ...

	c. Activités racinaires
	Les activités racinaires peuvent modifier les propriétés chimiques du sol (pH, concentrations ioniques, potentiel rédox, teneur en COD) et mobiliser des éléments en traces métalliques à partir de la phase solide du sol et ainsi modifier leur biodispon...
	 Le déséquilibre des charges traversant la membrane plasmique en lien avec le bilan des cations/anions absorbés par les cellules racinaires,
	 La libération d’anions organiques,
	 La respiration racinaire et le couplage avec des processus rédox (Hinsinger et al., 2003).
	En modifiant le pH de la rhizosphère, les plantes peuvent modifier la spéciation et donc la biodisponibilité de Cu puisque le pH est impliqué dans de nombreuses réactions chimiques du sol (dissolution/précipitation, adsorption/désorption, complexation...

	d. Activités microbiennes
	Comme les activités racinaires, les activités microbiennes stimulées dans la rhizosphère via l’exsudation racinaire de composés organiques et la rhizodéposition peuvent agir sur la spéciation des éléments métalliques (Cu, Fe et Zn) et par conséquent s...

	I.2.8.3 Mobilisation de cuivre dans la rhizosphère
	Dans un premier temps, la plante doit rendre mobilisables les métaux présents dans le sol. En effet, les métaux peuvent être inaccessibles car ils sont souvent sous forme insolubles. Le cuivre est insoluble dans le sol à cause de leur adsorption sur l...


	I.2.9 Toxicité du cuivre
	Les cultures agricoles sont soumises à stress abiotiques drastiques dans les terres cultivées comme la sécheresse, la salinité et les métaux lourds. La toxicité du cuivre est un problème défavorable important dans les cultures vivrières et les plantes...
	I.2.9.1 Bioaccumulation
	I.2.9.2 Toxicité du cuivre pour les racines des plantes
	La toxicité du cuivre survient d'abord dans les racines puis affect divers processus physiologiques dans les parties aériennes (Cambrollé et al., 2013a). Des niveaux élevés de Cu dans le sol peuvent restreindre et endommager la croissance des racines,...

	I.2.9.3 Effet du cuivre sur la croissance des plantes
	Une accumulation excessive de Cu affecte la croissance et le métabolisme des plantes (Baldi et al., 2018a; Gong et al., 2019; Jaime-Pérez et al., 2019; Marques et al., 2019). Le stress du cuivre a une interférence significative avec la croissance des ...

	I.2.9.4 Toxicité du cuivre sur la morphologie des plantes
	L'exposition au stress au Cu entraîne un remodelage de la morphologie des racines (Cai et al., 2014), puisque la racine est le premier organe à entrer en contact avec le contaminant. L'utilisation d'images numériques des racines est un paramètre impor...

	I.2.9.5 Toxicité du cuivre sur la physiologie des plantes
	a. Toxicité sur la photosynthèse
	Un excès de cuivre affecte négativement la teneur en pigments des végétaux et finalement le processus de la photosynthèse (Adrees et al., 2015). Certaines études ont montré que la réduction de la teneur en pigments et la limitation de la photosynthèse...
	L'exposition des plantes à des niveaux élevés de Cu peut affecter les facteurs liés à la photosynthèse des plantes tels que l'efficacité PSII, la diffusion du dioxyde de carbone, le transport d'électrons (Gong et al., 2019) et la photorespiration (Mar...

	b. Production d’espèces réactives dérivées de l’oxygène (ROS)
	L’exposition à certaines pollutions environnementales provoque chez les organismes photosynthétiques une surproduction d’espèces réactives dérivées de l’oxygène (ROS), à l’origine d’un stress oxydatif pouvant entraîner leur mort (Natasha et al., 2018;...
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