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Résumé

Résumeé :

La pollution de 1’écosystéme du sol est devenue aujourd’hui une des préoccupations des
problémes écologiques majeurs. Le cadmium est considéré comme un métal lourd dangereux
et un polluant environnemental. Ce travail vise a évalué 1’accumulation du cadmium (Cd) au
niveau des organes de jeunes plants de soja (Glycine max L.). Une évaluation de la
morphométrie a été réalisée. Des plantules préalablement cultivées sur un milieu du sol, aprés
60 jours du semis, soumis a un stress au Cd a différentes concentrations de 50, 150, et 300
ppm pendant 10 jours. L'accumulation du Cd dans les différentes parties des plantes a été
analysée a I’aide du spectromeétre d’absorption atomique. Les résultats obtenus montrent que
I’accumulation du cadmium est importante dans les racines que dans les feuilles de soja, et
que le stress induit un effet significatif sur la longueur et la biomasse des racines et des
feuilles avec une réduction du contenu des chlorophylles. Une augmentation significative de
la concentration de Cd dans tous les organes végétaux obtenue selon l'ordre suivant racines>

feuilles> tiges.

Mots clés : Cadmium ; soja (Glycine max L.) ; stress oxydatif ; parametres morphométriques

et biochimiques.



Résumé

Summary:

The pollution of the soil ecosystem has become today one of the concerns of the major
ecological problems. Cadmium is considered as a dangerous heavy metal and an
environmental pollutant. This work aims to evaluate the accumulation of cadmium (Cd) in the
organs of young soybean seedlings (Glycine max L.). An evaluation of the morphometrics
parameters has been carried out. Seedlings previously cultivated on a soil medium, after 60
days of sowing, subjected to Cd stress under treatment of 50, 150, and 300 ppm for 10 days.
The accumulation of Cd in different parts of the plants has been analyzed using the atomic
absorption spectrometer. The results obtained show that cadmium accumulation is higher in
the roots than in the leaves of soybeans, and that stress induces a significant effect on root
length and biomass, and a reduction in the chlorophyll content. A significant increase in the
concentration of Cd in all plant organs obtained in the following order roots > leaves > stems.

Keywords: Cadmium; soybean (Glycine max L.); oxidative stress; morphmetric and
biochemical parameters
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Introduction générale
I
L'accumulation des métaux lourds dus & la pollution de I'environnement, et en
particulier par certaines pratiques agricoles ou les agriculteurs utilisent des eaux usées et
celles issues d’usines pour l'irrigation de leurs cultures, induisent une omniprésence des
métaux lourds toxiques. En plus la productivité des cultures dépend en grande partie de

I’application de pesticides tels que fongicides, insecticides et herbicides.

Le cadmium (Cd), par exemple, interféere avec des fonctions de base comme la
photosynthése et I'absorption d'eau et de minéraux. De plus, le Cd pose un risque sérieux

pour la santé des animaux et des humains lorsqu'il traverse la chaine alimentaire.

Les especes réactives de I’oxygene (ROS) sont un ensemble de molécules genérées par
des réductions partielles de 1’oxygéne moléculaire. La production des ROS est une
conséquence inévitable de la vie en condition aérobie, formés en continu dans les cellules. Il a
été montre qu’ils causent des dommages au niveau cellulaire mais qu’ils sont également
impliques dans des voies de signalisation d’adaptation au stress, de défense au pathogenes et

de developpement.

Dans cette étude, le matériel végétal utilisé est le soja, qui est un des éléments majeurs
de la cuisine asiatique et en est un exemple caractéristique. La richesse du soja en protéine en
fait un produit de choix pour I’industrie agroalimentaire, de par sa composition qui en fait un
aliment intéressant non seulement pour I’Homme, mais aussi pour les animaux d’élevage qui

nourrissent en partie la planete.

L’objectif de notre présent travail est de mieux comprendre la réponse des plantules de
soja «Glycine max L.» au stress causé parla  présence du cadmium. Ainsi, I’effet de ce
Xénobiotique sera analysé a différents niveaux, sur la croissance (la longueur et poids des
racines, parties aériennes), la morphologie, les pigments (chlorophylle a, b, totale et
caroténoides)., et une quantification de la teneur du Cd au niveau des racines tiges et feuilles

sera réalisée.

Hormis, I’introduction et la conclusion de ce travail, le mémoire est donc organisé en trois
chapitres, et comporte deux grandes parties :
» Une synthése bibliographique sur les connaissances actuelles sur les métaux lourds,
la plante de soja et le stress oxydatif ;
» Une étude expérimentale présentant le cadre de 1’étude, le matériel et méthodes ;

> et enfin une troisiéme partie consacrée aux resultats et discussion.
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Chapitre | Le Cadmium

1 Introduction

La contamination du sol et les végétaux due a I’accumulation des éléments traces est
devenue un probléeme majeur. De nombreux éléments comme le plomb (Pb), le cadmium
(Cd), le chrome (Cr) et le mercure (Hg) sont présents le plus souvent dans I'environnement
sous forme de traces. Les plus toxiques d'entre eux sont le cadmium, 1’arsenic, le plomb et le
mercure. Ils peuvent également étre présents dans les végétaux et s’accumuler dans la chaine
alimentaire et entrainer des effets sur la santé humaine (Gupta et al., 2019).

Les métaux lourds sont définis comme étant les éléments métalliques ayant une
densité supérieure & 5 g/cm®. Les métaux lourds que 1’on retrouve le plus souvent dans le sol
sont : le cadmium, le manganese, le cobalt, le chrome, le cuivre, le plomb, le mercure, le
nickel et le zinc.

Certains comme Cu, Fe, Zn, Mn peuvent jouer un role essentiel pour les plantes
et/ou les animaux, d'autres tels que Cd, As, Pb et Hg sont non essentiels et peuvent entrainer

des effets néfastes pour la santé, méme en quantités infimes (Fedda, 2016).
2 Lecadmium
2.1  Définition

Le cadmium est un métal blanc argenté appartenant a la famille des métaux de
transition, avec un numéro atomique de 48 et une masse atomique de 112,4 g/mol. Il n'est pas
essentiel au développement des organismes animaux ou végétaux. En revanche, ses propriétes
physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du calcium, lui permettent de traverser

les barrieres biologiques et de s'accumuler dans les tissus (Zorrig, 2010).
2.2  Lessources du cadmium

Le Cd est un métal lourd d’origine naturelle présent a des concentrations plus élevées
en association avec les sols riches en Cd, y compris les schistes, les sédiments lacustres et les
phosphorites. Cependant, plus de 90% du Cd dans I’environnement de surface est le résultat
de I’industrie et de I’agriculture. Il est considéré comme un des éléments les plus toxiques
dans I'environnement, avec un large éventail de toxicité d'organe et une longue demi-vie
d'élimination (Lane et al., 2014).



Chapitre | Le Cadmium

2.2.1 Rejets d’origine industrielle

Le cadmium se retrouve dans les déchets industriels stockes sur des anciennes friches
industrielles ainsi que dans les produits en fin de vie comme les batteries et les piles & Cd/Ni
et les effluents liquides issus des usines.

Les retombées atmosphériques provenant de 1’activité industrielle et du trafic urbain
favorisent également la pollution des sols et des eaux de surface et souterrains par le
cadmium. Ces facteurs représentent la source principale de contamination dans les zones

urbaines.
2.2.2  Pratiques agricoles

Les produits chimiques utilisés en agriculture, tel que les fongicides, les insecticides,
les herbicides peuvent contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu, Cd, Zn et Pb et peuvent
donc contribuer a la contamination des terres agricoles. D’autre part, ’utilisation répétée
d’eaux usées peut aussi contribuer a I’accumulation de ce métal dans les sols ; en effet, ces
eaux contiennent du cadmium a des concentrations plus élevées que les eaux normales
(Bounab and Sahli, 2014).

3  Les effets du cadmium

Parmi les métaux lourds, le Cd est relativement mobile dans le sol et peut étre
toxique pour les plantes et les animaux tandis que pour les étres humains passent
principalement par le cycle de la chaine alimentaire qui peut causer un certain nombre de
troubles (Rizwan et al., 2017). 1l agit sur ’homéostasie cellulaire tout en induisant la
formation des especes réactives oxygénées (ROS) et especes réactives azotés (RNS)
(Nemmiche, 2017) (Figure 1).

3.1 Effets de cadmium sur la santé humaine

Le Cd est un metal lourd toxique tres puissant et aussi un contaminant
environnemental répandu. Les principales voies d’exposition au Cd chez ’homme sont les
voies digestives et respiratoires. Les expositions environnementales et non professionnelles
proviennent des aliments, de 1’eau contaminée, de la poussiére contaminée et de la fumée du
tabac et divers dommages biologiques sont causes par la toxicitée du Cd (Nemmiche, 2017). I
est considéré et classé comme un cancérogéne humain de classe 1 par le centre international

de recherche sur le cancer, mais il n’est que faiblement génotoxique.
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3.2 Effets du cadmium sur les plantes

Le Cadmium

La toxicité du Cd diminue la croissance végétale, la biomasse, la photosynthese et le

rendement, et modifie la nutrition minérale des plantes.
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Figure 01. Effets du cadmium dans la génération de ROS et RNS (Liu et al., 2017)
3.2.1 Effets sur la croissance et la biomasse

La mesure de la croissance est un paramétre biométrique souvent utilisée pour la
détermination d'un éventuel effet phytotoxique des métaux lourds. Dans les conditions
environnementales, les métaux lourds pénétrent par les racines ou ils causent les premiers
dommages. Le Cd affecte négativement la croissance des plantes. Etant trés mobile dans le
phloeme, il peut s’accumuler dans n’importe quelle partie de la plante, ce qui cause un retard
de croissance, la chlorose et 1’épinastie des feuilles. Il induit également des changements
biochimiques dans les racines et les feuilles, comme la lignification des parois cellulaires dans
les tissus racinaires et la veine principale des feuilles (Gallego et al., 2012).

Rizwan et al. (2017) rapportent que I’absorption du Cd par les plantes de concombres,
stressés a une concentration de 10 uM Cd dans des conditions hydroponiques, a
considérablement réduit la longueur de la racine, la surface et I’extrémité des racines par

rapport au controle.



Chapitre | Le Cadmium

3.2.2  Effets sur la photosynthese

Ce métal lourd altére I’ultra-structure du chloroplaste et réduit le taux net de
photosynthése, la conductance stomatique et la transpiration des feuilles. En outre, le Cd
inhibe la photosynthése en diminuant la transcription des génes liés a la photosynthese (psbA,
psaB et rbclL), inactive les enzymes impliquées dans la fixation du CO,, induit la
peroxydation lipidique et la protéolyse, et perturbe le métabolisme d’azote (N) et du soufre
(S) ainsi que les mécanismes antioxydants chez les plantes (Gallego et al., 2012). L’effet du
Cd sur D’activité photosynthétique varie selon 1’age des feuilles, et diminue la teneur en
chlorophylle chez le pois (Pisum sativum L.), soja, tomate, laitue et pomme de terre (Rizwan
etal., 2017).

3.2.3 Effets sur la nutrition minérale

L’absorption et I’accumulation des différents nutriments dans les 1égumes peuvent
changer considérablement sous le stress Cd. La présence de Cd dans la solution nutritive peut
agir sur I’absorption et I’accumulation des éléments nutritifs essentiels pour la croissance des
plantes. Dans la plupart des cas, le Cd inhibe I’absorption des cations K*, Ca®*, Mg?*, Mn%",
Zn?*, Cu** et Fe** et des anions NO*. Certains signes de toxicité des plantes par le Cd ont été

attribués a des perturbations d’origine nutritionnelle (Souguir, 2009).
3.3 Le mécanisme de toxicité du cadmium chez les végétaux

Les plantes absorbent les éléments essentiels et non essentiels du sol en réponse a un
gradient de concentration et/ou absorption sélective d’ions ou par diffusion. Les racines
jouent un role signifiant dans 1’absorption des ions métalliques (Figure 2). L’adsorption des
éléments traces a la surface de la racine se produit sous forme cationique avec une paroi
cellulaire négative en raison de la présence de cellulose, de pectines et de glycoprotéines qui

fonctionnent comme des échangeurs d’ions spécifiques (Gupta et al., 2019).
3.3.1 L’absorption

Les métaux lourds toxiques pénétrent dans des cellules végétales par le systeme de
transport impliqués dans I'assimilation micro-nutritive. Particuliérement I'assimilation Cd**
arrive par des transporteurs transmembranaires. Les plantes peuvent absorber le Cd selon sa
biodisponibilité et sa concentration, a partir du sol ou de I’eau; assez peu absorbé directement

de I’atmosphere. Le Cd fait partie des ¢éléments qui peuvent s’accumuler dans ces plantes a
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des niveaux supérieurs a 0,01 % du poids sec des pousses, sans causer de symptomes de
toxicité (Gallego et al., 2012).

Figure 02. Voie principale d’absorption et de transport des métaux dans les plantes (Dal
Corso et al. (2014) rapporté par Gupta et al. (2019).

3.3.2 Letransport

Les transporteurs ZIP-IRT1 sont des transporteurs non spécifiques les mieux étudies,
responsables de I’absorption de fer de haute affinité du sol. Ce sont des protéines de transport
a membrane plasmatique. Le Cd peut pénétrer dans les cellules racinaires sous forme de Cd**
par I'intermédiaire de transporteurs ZIP tels que les orthologues d’At IRT1 et Tc ZNT1/ Tc
ZIP4. 1l pourrait également pénétrer dans les cellules racinaires sous forme de Cd-chélates par
les protéines YSL (Yellow-Stripe 1-Like), qui appartiennent a la superfamille OPT des
transporteurs d’oligopeptides (Gallego et al., 2012)
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3.3.3 Ladistribution

Les concentrations du Cd sont souvent (mais pas toujours) plus élevées dans les
racines que dans les pousses, ce qui suggere que le transport du Cd vers le xyléme est limité
dans la plupart des plantes et a des teneurs plus faibles dans les graines, fruits et tubercules
(Gallego et al., 2012).

4 Le mécanisme de tolérance du cadmium chez les végétaux

Pour faire face au stress abiotique, les plantes ont développé un systéme immunitaire
qui implique principalement des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, et la
séquestration des métaux dans des parties métaboliquement inactives telles que les parois des
cellules radiculaires et les vacuoles.

La réponse des antioxydants varie selon les génotypes de la méme espece. Par
exemple, ’activit¢ de 1’ascorbate peroxydase (APX) diminue, tandis que I’activité du
glutathion (GSH) augmente chez les génotypes de pois sensibles au Cd (Rizwan et al., 2017).

La séquestration du Cd dans les parois des cellules radiculaires et les vacuoles des
feuilles peut étre impliquée dans la détoxication du Cd chez les plantes. Toutefois, la
séquestration du Cd dans différentes parties métaboliquement inactives varie selon les especes
et les génotypes au sein de la méme espéce. Les plantes pourraient tolérer le stress Cd par la

production de phytochelatines (PC) dans différentes parties de la plante (Rizwan et al., 2017).

10
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Chapitre 11 Le soja
I ——
1. Matériel vegetal :

1.1 Les caractéristiques botaniques

Le soja, espece Glycine max (L.) Merrill, est une plante herbacée annuelle, velue. Le soja
posseéde un port végétatif et un appareil reproducteur caractéristique de la famille des

Fabacees.
1.1.1. Appareil végétatif

L’appareil végétatif du soja comporte :
0 Un port érigé d’une hauteur de 30 a 150 centimétres,

o0 Des feuilles alternes a trois folioles acuminées avec stipelles, qui tombent

avant la maturité compléte de la plante.

Figure 03: Le soja, Glycine max, légumineuse herbacée (Archives Larousse).

11
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Figure 04 : La plante de soja (Tadjouri, 2019)

1.1.2. Appareil reproducteur.
L’appareil reproducteur du soja est caractérisé par :

> Des fleurs isolées, petites, violettes ou jaunatres, zygomorphes (avec un plan de symétrie),

hermaphrodites et autogames ;

> Une corolle avec cing pétales vexillaires : un pétale dorsal (vexillum) qui encadre deux

pétales latéraux (ailes), qui eux resserrent deux pétales ventraux soudés (caréne) ;
» Un calice avec cing sépales soudés ;
> Un androcée diadelphe (étamines assemblées en deux groupes) ;

» Un gynécée composé d’un carpelle, ou ne fécondation cléistogame (autofécondation avant
méme que la fleur ne s’ouvre) ;

» Des fruits sous forme de gousses (ou légumes) bosselées et velues, déhiscentes, de
longueur et couleur variables en fonction des variétés, contenant deux a quatre graines
riches en protéines.

12
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Figure 05: Description de la graine de soja (Hubert et al., 2006).

1.1.3. Racines a nodosités

Le systéme racinaire s’organise autour d’une racine pivot qui se ramifie en radicelles.
Elles absorbent I’eau et les sels minéraux du sol, indispensables a la survie de la plante (Chatenet,
2007). En plus de I'utilisation de I’azote minéral du sol pour la synthése d’acides aminés et de
protéines, les légumineuses telles que le soja, la lentille, la luzerne ont développé un moyen
supplémentaire pour fixer 1’azote de I’air. Elles vivent en symbiose avec certaines bactéries du

sol (Rhizobium) via la formation des nodosités.
1.2. Présentation de ’espéce

Le soja [Glycine max (L.) Merrill] appartient a la famille des Fabacées, sous-famille

des Faboideae, tribu des Phaseoleae, genre Glycine.

Les feuilles de soja sont de quatre types: deux cotylédonaires, deux feuilles simples, les
feuilles trifoliolées et les bractéales. Pendant la floraison, toutes les feuilles contribuent a
I'approvisionnement en éléments nutritifs de I'ensemble de la plante ; lors du grossissement du
grain, chaque feuille alimente préférentiellement les gousses situées au méme étage (Li et al.,
2005). Les feuilles participent également a I'amélioration de la teneur en protéines de la graine
de soja par la photosynthése (Planchon, 1980).

Les racines du soja jouent un role important pour le ravitaillement en azote de la plante.
Elles assurent les deux voies d'alimentation azotée : I'absorption des nitrates du sol et la fixation

de l'azote atmosphérique par les bactéries. L’inoculation du soja par la bactérie Rhizobium

13
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japonicum permet a la culture de couvrir les trois quarts de ses besoins en azote grace a la
symbiose (CETIOM, 2005). Le systeme racinaire pivotant et ligneux du soja lui permet de puiser

I'eau en profondeur et de bien fissurer le sol ce qui améliore sa porosité et sa structure.

La graine de soja tient une grande place dans lI'alimentation humaine et animale. Introduit
aux Etats-Unis au début du 19éme siécle, le soja s'y est fortement développé au cours des 50
dernieres années pour atteindre, aujourd'hui, 50% de la production mondiale (de Toledo et al.,
2006). Les conditions environnementales telles que la température et l'irrigation sont des facteurs
importants pour la production et leurs effets se répercutent directement sur le rendement
(CETIOM, 2005).

Dans le domaine de la santé, de nombreuses études ont montré que les asiatiques qui
consomment réguliérement des produits a base de soja présentent moins de risques de développer
des maladies cardiovasculaire ou certains cancers hormono-dépendants (Setchell et Cassidy,
1999).

1.2.1. Classification

Le G. max (L.) Merr., ou soja cultivé, appartient a la famille des Légumineuses, a la sous-famille

des Papilionacées, a la tribu des Phaséolées, au genre Glycine Willd. et au sous-genre Soja.

Classification

Regne Plantae

Sous-regne  Tracheobionta Sous-famille Faboideae

Division Magnoliophyta Tribu Phaseoleae

Classe Magnoliopsida Sous-tribu Glycininae
Sous-classe Rosidae Genre Glycine

Ordre Fabales Sous-genre  Soja

Famille Fabaceae Espéce Glycine max (L.) Merr.

Les premieres feuilles sont simples, opposées et ovées, tandis que les suivantes sont

trifoliolées et alternes; la plante possede en outre des feuilles présentant plus de trois folioles. Le
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systéme racinaire a nodosités est formé d'une racine pivotante ou prend naissance un systeme de
racines latérales.

Il constitue une des principales sources d'huile végétale comestible et de protéines
destinées a I'alimentation animale. Le soja entre également dans la composition d'une variété de
produits alimentaires, comme le tofu, la sauce soja, les succédanés du lait et de la viande. Le
tourteau de soja sert de supplément alimentaire pour le bétail. Dans le secteur industriel, les
usages du soja sont divers, allant de la production de levures et d'anticorps a la fabrication de
savons et de désinfectants (Conseil canadien des Semences, 1995).

Le soja est souvent considéré comme une des plus anciennes plantes cultivées. Il est
originaire du nord et du centre de la Chine (Hymowitz, 1970). Certains indices historiques et
géographiques permettent de supposer que la plante a été mise en culture pour la premiére fois en
Chine, entre les XVlle et Xle siécles av. J.-C. (Hymowitz, 1970). Le soja a été introduit en 1765
aux Etats-Unis (Hymowitz et Harlan, 1983).

1.2 Préférences pédo-climatiques et fertilisation
1.2.1 Production mondiale de soja en chiffres

De nos jours, 95 % de la production mondiale de soja, dont plus de la moitié est
génétiquement modifiée, est destinée a ’alimentation des animaux d’élevage. Les principaux

producteurs sont sur le continent américain : le Brésil, les Etats-Unis et I’ Argentine.
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Figure 07: Principaux pays producteurs de soja (en millions de tonnes) en 2012-2013
(Département Américain de 1’agriculture, 2013).

Cependant depuis I’apres seconde guerre mondiale, une succession de décisions
politiques est a ’origine du déficit protéique européen. La famine en Europe aprées la seconde
guerre mondiale, conduit a I’importation de denrées venues des Etats-Unis notamment celle
du soja ou il est en plein essor. De plus en 1961, les Etats-Unis réussissent a imposer
I’exonération des droits de douane sur les importations de soja américain en Europe. Suite a
cette décision, le développement de la filiére soja par I’Europe est abandonné au profit de
I’importation de soja des Etats-Unis et du développement des cultures céréaliéres notamment
avec le mais et le tournesol. Cette mesure a aussi engendré un essor de 1’élevage intensif en
Europe qui est alors devenue plus dépendante en protéines végétales. De plus, I’interdiction
d’utilisation des farines carnées animales en 2000, a encore accru la dépendance aux tourteaux
de soja d’importation de I’Union Européenne. Ces différentes décisions ont rendu la France et
I’Europe aujourd’hui nettement dépendantes des principaux pays exportateurs de soja,
notamment du Brésil pour I’alimentation animale. Ainsi, sur les 140000 tonnes de soja
produits en France en 2011, un tiers a servi a fabriquer les produits dérivés du soja destinés a
I’Homme, majoritairement issus de 1’agriculture biologique et les deux tiers restants ont servi

a I’alimentation animale, quantités dérisoires par rapport aux besoins de la France. En effet on
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estime aujourd’hui que la France importe pratiquement 30 fois la quantité de soja qu’elle
produit par an soit 3,4 millions de tonnes de tourteaux de soja importés a 70 % du Brésil
(Bennetau-Pelissero, 2012).

1.2.2 Ecologie du soja

La période de croissance peut s’étaler sur une période de 75 jours suivant la variété (De

Staercke, 1990)

% Le climat: Le soja est géenéralement qualifié de la plante de jour court, bien que des
cultivars insensibles a la longueur du jour aient été développes récemment au Brésil. Aux
Etats-Unis, les cultivars sont classés en 12 groupes de maturité d’aprés leur réaction a la
longueur du jour.

% Le sol : Le soja pousse sur une grande variété de sols, allant de sable limoneux aux limons

argileux, a condition qu’ils soient profonds et bien drainés (Javaheri et Baudoin, 2001)

Les sols argileux et les sols qui ont tendance a se compacter peuvent poser des problémes

lors de la germination.

Le pH du sol doit étre maintenu environ a 5.0 - 5.2 pour une utilisation optimale des engrais et

[’amélioration des sols.

Par rapport aux autres légumineuses, le soja tolere relativement bien une saturation

temporaire en eau. Les sols acides doivent étre chaulés pour produire des rendements éleves.

Bien que les cultivars de soja réagissent de maniere déficiente du point de vue de la
tolérance a I’acidité et a la toxicité d’aluminium, ils ns donneront jamais autant sur un sol acide

que sur un sol sans contraintes d’acidité (Javaheri et Baudoin, 2001).

L’approvisionnement en azote exige des soins particuliers. En tant que plante légumineuse, le
soja a la capacité de vivre en symbiose avec les bactéries qui fixent 1’azote atmosphérique et le

transforme en azote assimilable par la plante (Gerard et al., 1990).

17



Chapitre 11 Le soja

» Culture
A. Préparation du terrain :
Plusieurs cas peuvent se présenter :

o Plantation intercalée avec une autre culture (mais, riz pluvial, sorgo,...) : dans ce cas

le labour ne sera pas nécessaire et on serrera directement en poquet entre les lignes.

e Culture a I’échelle du jardin potager : dans ce cas on préparera des planches de terre
travaillées en profondeur dans lesquelles on aura préférablement incorporé du

compost végétal ou du fumier.
e Culture en champ : pour ce faire on labourera profondément (15 & 20cm)

Si I’on dispose de traction animale, aprés le labour on brisera les mottes a la houe afin

d’avoir un sol a peu prés uniforme (De Staercke, 1990)

Signalons que les céréales en cultivés en rotation avec le soja bénéficient de 1’azote fixé par
le 1égumineuse. Ces rotations réduisent également 1’incidence des ravageurs et des maladies, et

améliorent 1’état physique et chimique du sol (Javaheri et Baudion, 2001)
A. Semis :

En générale, le soja a les mémes exigences climatique que le mais et 1’arachide ; on le
plantera aux mémes périodes. On évitera les excés d’humidité et on veillera & un bon drainage du

terrain.

Il faut autant que possible, faire coincider le moment de la récolte avec une période de
temps sec. Plus un semis est dense (plante rapprochées), plus le rendement sera élevé mais si le

sol est pauvre, il ne pourra supporter beaucoup des plantes.

De méme si la saison est trés humide, une plantation trop dense (d’autant plus s’il s’agit d’un

soja buissonnant) risque de subir I’attaque de différentes maladies par manque de ventilation. Les
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distances entre les plantes varient de 5 a 20 cm sur la ligne et 25 a 90 cm entre les lignes. Sur des
sols pauvres, on recommande de semer le soja en rangée distantes de 40 cm en laissant 20 cm

entre les plants sur la ligne (De Staercke, 1990).

B. Fertilisation :
Le soja étant une 1égumineuse, ne réclame pas de fumure azoté. Par contre, des apports d’acide
phosphorique sont toujours nécessaires, complétés éventuellement par de la potasse lorsqu’il y a

carence en cet élément.
1.3. Le développement
1.3.1. Deéveloppement et croissance de la graine
Il existe deux phases pour le développement de la graine.

- La premiere phase est appelée "lag-phase”. Pendant cette phase, les divisions cellulaires

ont lieu. Cette phase coincide avec l'allongement de la gousse.
- La deuxiéme phase consiste en I'accumulation de matiére seche dans la graine.
Ces deux phases sont bien distinctes dans le temps (Egli et al., 1981).
% Croissance — Développement — Précocité

Pendant leur vie, les plantes montrent des changements progressifs et importants de taille
et d'aspect dont le rythme et I'amplitude sont trés variables selon les especes, les variétés et méme
les individus. La croissance au sens strict du terme, correspond a l'augmentation de taille, de
masse et de volume. Pour suivre cette croissance on peut réaliser des mesures a différents
moments de la vie de la plante. Chez le soja, la croissance peut étre déterminée selon la forme de
I'extrémité de la tige principale. Hartung et al., (1981) ont classifié le soja en 3 types de
croissance : type détermine, indétermine et semi-déterminé. Ce caractére aurait un déterminisme
génétique fondé sur deux genes majeurs épistatiques interagissant avec des génes modificateurs a
effets quantitatifs (Daydé, 1989).
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Le développement détermine I'ensemble des modifications d'un organe ou tissu ou de la
plante toute entiére durant sa vie. Le développement des plantes est un processus cyclique. Il
s'agit de commencer par la germination de la graine jusqu'a la floraison et la sénescence en
passant par la croissance végétative et la maturation. Les graines se développent dans l'ovaire
de la fleur.

1.3.2. L’exploitation industrielle du soja

La richesse du soja en protéine en fait un produit de choix pour I’industrie
agroalimentaire ; en effet les protéines représentent la plus grande part de la graine soit 34%
du poids total ou 40 % du poids sec (Lecerf, 1995). Les matiéres protéiques végétales issues
du soja sont utilisées pour améliorer I’apport protéique de certains aliments mais surtout pour

leurs propriétés fonctionnelles.

A- Les matiéres protéiques végétales :

L’industrie agroalimentaire utilise trois matiéres protéiques végétales (MPV) issues du soja
qui contiennent au moins 45 % de protéines: les farines, les concentrés protéiques et les isolats

protéiques (Colot and Louis, 2012).
1 -Propriétés fonctionnelles des MPV :

Les propriétés fonctionnelles des MPV sont aussi, voire plus importantes que leurs
propriétés nutritionnelles pour 1’industrie agroalimentaire. En effet elle privilégie de plus en
plus les MPV issus du soja en raison de leur faible codt par rapport aux ingrédients d’origine
animale qui d’ailleurs sont plus caloriques (Bau et al., 2001).

Les MPV ont des propriétés hydratantes (capacité d’absorption-rétention d’eau),
viscosifiantes, gélifiantes, émulsifiantes et texturantes (Colot and Louis, 2012). Parmi les
produits renfermant des MPV du soja, les préparations carnées représentent 65%, la
boulangerie représente 13,4 % et les produits diététiques représentent 11,3 % (Goemans,

1999). La plus utilisée des MPV du soja par I’industrie agroalimentaire est la farine.
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« Farines :

Apreés avoir été nettoyees et decortiquées puis fragmentées, les graines de soja sont
grillées puis délipidées a 1’aide d’un solvant, I’hexane, jusqu’a contenir moins de 1 % de
lipides, puis sont finement broyées. La farine obtenue est trés utilisée en boulangerie,
mélangée a d’autres farines pour la fabrication de pains, de biscuits apéritifs, de biscuits
gateaux, de patisseries et autres produits de boulangerie principalement pour son réle dans le
blanchiment des péates (Colot and Louis, 2012). La farine de soja qui contient de 45 a 65 % de
protéines sert aussi de base pour 1’obtention de concentrés et d’isolats protéiques (Hubert, et

al., 2006).

% Concentrés et isolats protéigues :

L’industrie agroalimentaire fabrique des concentrés et des isolats dans le but
d’améliorer les caractéres organoleptiques des farines déshuilées mais surtout d’améliorer la
proportion en protéines. Les concentrés sont obtenus par séparation des fractions non
protéiques aux protéines, sans pour autant dénaturer la nature de ces dernieres (Colot and
Louis, 2012). Ces concentres et isolats sont utilisés en agroalimentaire particulierement pour
leurs propriétés fonctionnelles. lls peuvent étre incorporés dans des sauces, produits a base de
viande, produits de charcuterie, viande dans laquelle ils peuvent représenter jusqu’a 30 % du
produit fini. Ils servent également a la fabrication d’analogues végétariens de viande comme

les « patés » végétaux et autres « viandes » de soja (Colot and Louis, 2012 ; Fredot, 2009).
2-Les produits de la trituration du soja :

Ces produits représentent a eux-seuls 91 % de la production mondiale de soja en 2009.La
trituration des graines de soja est I’opération consistant a extraire I’huile des graines. Elle permet

I’extraction d’huile et la production de tourteaux (Solanet et al, 2011).

21



Chapitre 11 Le soja

La trituration consiste a trier, décortiquer, nettoyer, broyer, cuire les graines de soja et
délipider les fragments d’amande a 1’aide de I’hexane comme solvant. Ce solvant volatil sera
séparé de I’huile brute qui elle sera récupérée (Colot and Louis, 2012).

C’est une huile trés digeste de grande qualité qui posséde de la vitamine E, des
phytostérols mais c¢’est surtout une huile alpha-linolénique qui contient une majorité d’acides
gras essentiels polyinsaturés dont le pourcentage en acide alpha-linolénique est significatif
(Cahuzac-Picaud, 2010).

Elle entre surtout dans la composition de nombreux produits issus de I’industrie
agroalimentaire comme les margarines, vinaigrettes, mayonnaises et pates a tartiner (Roussel,
2005). Hormis I’utilisation agroalimentaire, 1’huile de soja est devenue la principale maticre
premiere pour la production de biodiesel particulierement utilisé au Brésil (80 % du
biocarburant brésilien) (Solanet et al, 2011).

<& Lécithine de soja :

La lécithine de soja est particuliérement utilisée par 1‘industrie agroalimentaire par
exemple dans les patisseries, les confiseries, le chocolat, la margarine, les sauces ou dans le
chewing-gum sous le code de « E322 » pour ses propriétés viscosifiantes et émulsifiantes
(Palm et al., 1999).
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Chapitre 111 Le Stress Oxydatif

1 Introduction

D’une maniere générale, dans une large gamme de stress métallique provoqué par des
xenobiotiques sur des cibles variées, les organismes photosynthétiques subissent souvent un

important stress oxydatif lié & une surproduction des espéces réactives oxygénées (ROS).

1.1 Définition

Le terme « stress oxydatif » désigne un état physiologique ou la perte d’électrons
(oxydation) dépasse le gain d’¢lectrons (réduction) induisant une fuite électronique avec
formation des ROS et/ou RNS (Nemmiche, 2017). Le stress oxydatif est donc associé a un
déséquilibre redox sévere, considéré comme un facteur de stress semblable a la salinité, a la
sécheresse et a d’autres facteurs qui peuvent endommager les cellules et/ou déclencher des

réactions de signalisation et de défense.

1.1.1 Les formes réactives d’oxygeéne (ROS)

Le terme ROS englobe les substances contenant un ou plusieurs atomes activés
d’oxygene soit sous forme d’especes radicalaires ou non radicalaires. Ils sont produits de
facon endogéene par plusieurs organites et compartiments végétaux, en particulier ceux dont le
taux de transport des électrons est élevé comme les chloroplastes, les mitochondries et les
peroxysomes. A 1’état normal, ils agissent comme messagers cellulaires et régulateurs redox

de plusieurs processus biologiques végétaux (Rajaa et al., 2017).

1.2  Les espéces azotées réactives (RNS)

Les especes azotées réactives (RNS) sont produites dans des conditions stressantes qui
conduisent a la contrainte nitrosative. Les RNS sont des dérivés du NO, un composant de
signalisation clé dans diverses contraintes et mécanismes de tolérance, et certains d’entre eux
sont également impliqués dans le cycle d’azote (Saddhe et al., 2019). Les principaux RNS

chez les plantes sont indiqués dans le tableau 1.

2 Les sources d’espéces réactives

2.1 Lessources des ROS

Les sources de ROS sont a la fois extracellulaires (polluants, xénobiotiques,
médicaments, et la radiothérapie) et intracellulaire (Tableau 2). La source principale des ROS
(généralement plus de 90%) dans les organismes vivants est la chaine de transport d’électrons
mitochondriale, du réticulum endoplasmique, membranes plasmiques et nucléaires, et le

systeme photosynthétique (Nemmiche, 2017) (Figure 8).
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Tableau 01. Les principaux formes réactives de nitrogéne (Saddhe et al., 2019)

Les espéces réactives de I’azote

NO Monoxyde d’azote

NO, Dioxyde d’azote

S-nitrosothiols non radicaux

ONOO Peroxynitrite

NOAnion nitroxyle

NO; Nitrate

NO™Cation nitrosonium

N,O3 Trioxyde de dinitrogéne

N.O, Dinitrogéne tétroxure

NO,CI Chlorure de nitryle

HNO, Acide nitreux

2.2 Les sources des RNS

Chez les plantes, le NO est connu comme une molécule bioactive multifonctionnelle.
La synthése de NO endogéne (Figure 4) peut se produire dans des organes ou des cellules
stressées, et le NO se diffuse a l'intérieur et & I'extérieur des cellules. Certaines études ont
indiqué que la synthese de NO peut se produire en réponse a un stress biotique et abiotique
causé par la salinité, la sécheresse, le froid et les métaux lourds. Le NO est bio synthétisé par
I'activité de I'enzyme NO synthase (NOS) (Nabi et al., 2019)
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Tableau 02. Les sources des especes réactives d’oxygene (Tandon et al. (2005) rapporté
par Gupta et al., 2019)

Drogues
Halothéne, paracétamol,

bleomycineDoxorubicing,

métronidazole, éthanol
CCl4

Pesticides

Métaux de transition (Cu, Fe)

Fumé, le tabac

Alcool
Radiations

Radiations
Haute température

Fenton
Reaction

Figure 08. Sites de production des ROS chez les plantes (Rajaa et al., 2017)
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Figure 09. Schéma montrant les principales sources et les différents mécanismes impliqués
dans la synthése du NO (Sahay and Gupta (2017) rapportée par Nabi et al., 2019).

3 La production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Il existe plusieurs formes de ROS (Figure 5 ; Tableau 3), forme radicalaire comme le

radical superoxyde, OHe (radical hydroxyle) et forme non-radicalaire (moléculaire) tel H,O,

(peroxyde d’hydrogéne) et 'O, (oxygeéne singulet).

Les ROS sont des sous-produits inévitables du métabolisme aérobie produit dans divers

compartiments cellulaires, y compris les chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes, la

membrane plasmatique et I’apoplastie. Les superoxydes et le peroxyde d’hydrogene, les plus

abondants, ont des rdles métaboliques et de signalisation importants (Gupta and Igamberdiev,

2015).

L]
triplet oxygen

‘OH

hydroxyl radical

'AO,

.e
singlet oxygen

LY ]
nitric oxide
(nitrogen monoxide)

00_ H:0:0:H

2

HzOz

hydrogen peroxide

ONOO

peroxynitrite anion

radical

Figure 10. Les structures de Lewis des principales espéces réactives d’oxygeéne/azote.

(Demidchik, 2015)
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Tableau 03. Les propriétés et réactivités des ROS (Mittler, 2016)

Distance de . Site de Systéme
1 )
ROS t% 1 “migration Mode d"action production scavenging
Apoplaste
(RBOH),
o " chloroplastes
. Réagit avec les protéines - | SOD,
Superoxyde (0°2) | 1 4 us | 30 nm Fe-S rg:gihgggg:s’ flavonoides,
Dismutases a H,0, peroxy ' | ascorbate..
chaines de
transfert
d’électrons
Extrémement réactive avec Fer et H,O Flavonoides
Radicale hydroxyle toutes les biomolécules, y A .
1ns 1nm L , (réaction de Proline
(OHe) compris I’ADN, I’ARN, .
. o Fenton) Glucides
les lipides et les protéines
ascorbate,
Réagit avec les protéines
Peroxyde >1 Ryéa it avec les rotéinés chloroplastes, | CAT, GPX,
d’hydrogéne s |>1mm i P mitochondries, | PER, PRX,
(H20,) H ' cytosol, ascorbate,
apoplaste glutathione
Réagit avec I’ADN.
Oxyde les lipides, les A
L’oxygéne protéines (résidus de Trp, Membranes, Caroténoides
. 1-4 ps | 30 nm . chloroplastes, | et
Singulet His, Tyr, Met et Cys) et les Noyaux Tocopherols
résidus de G de ’ADN P

4. Importance des formes réactives de I’oxygéne dans la vie d’une plante

Les ROS sont depuis longtemps reconnues pour leur importance dans la réponse des
plantes aux contraintes environnementales. Certains symptémes observés en situation de
stress d’origine biotique ou abiotique (par exemple, blanchiment des feuilles, nécroses) sont
la conséquence d’une forte accumulation de radicaux libres oxygénés et d’une altération de
I’homéostasie cellulaire.

Ces symptdmes traduisent a la fois une oxydation de la chlorophylle au niveau des
feuilles, mais aussi la mort par nécrose des cellules isolées ou de groupements de cellules
dans les différents tissus végétaux. Ainsi, méme si les ROS sont formées au cours du
métabolisme normal de la plante, I’augmentation de leur concentration intracellulaire est

souvent synonyme de stress (Figure 6).
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Figure 11. Feuilles de Soja montrant les symptomes d’oxydation de la chlorophylle
(Tadjouri, 2019)

De nombreuses études ont montré que les ROS peuvent aussi intervenir dans :

» Les cascades de signalisation responsables de I’induction et de la régulation de
nombreux genes de défenses (protéines chaperonnes, Heat Shock Proteins, enzymes
antioxydantes, ascorbate peroxydase (APX), gluthatione-S-transferase (GST), et genes
liés a la pathogenése).

> Les ROS sont désormais aussi considérées comme agents régulateurs de la mort

cellulaire programmeée (PCD : Programmed Cell Death) chez les plantes.
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1. Matériels
1.1 Objectifs de I’étude :

Cette étude vise a déterminer la réponse des plantules de soja (Glycine max) stressées
au cadmium. Le travail a été réalise au laboratoire de chimie SEAMM de la faculté des
Sciences Exactes de I’Université¢ de Mostaganem au cours de la période du 17 février au 12
mars 2020.

1.2 Matériel végétal :

Le matériel végétal ayant fait ’objet de la présente étude concerne la plante de soja
1.3 Matériel sol
1.3.1 Préparation du substrat

Le substrat utilisé est constitué d’'un mélange de sable et de terreau (9:1 v/v), dans
différents pots cylindriques de 50 cm de hauteur et 20 cm de diamétre. La capacité de chaque
cylindre est de 10kg. Avant d’utiliser le sable, on passe par plusieurs opérations de
préparation, en commencant par le tamisage pour éliminer les débris végétaux, animaux et
toutes les pierres, ensuite, on a utilisé I’esprit de sel mélangé avec de I’eau pour le lavage,
dans le but d’¢liminer le sel, et bien sir on termine par le rincage avec de I’eau distillée. A la
fin, on le séche a I’air libre.

1.4 Préparation des graines
1.4.1 Germination des graines :

L’essai a €té réalisé dans une serre en verre au sein de 1’atelier agricole de I’Université
de Mostaganem situé dans la commune de Mazagran (wilaya de Mostaganem). Les graines de
soja ont été triées et stérilisées en surface avec de I'nypochlorite de sodium (5 %) pendant 5
minutes, puis rincées plusieurs fois a I'eau distillée pour éliminer toute trace de chlore et aussi
pour lessiver les produits de conservation ayant adhéré a la graine.

Les graines stérilisées ont été ensuite semées dans un mélange de sable et de terreau
(9:1, v/v) dans différents pots cylindriques de 50 cm de hauteur et 20 cm de diamétre. La
culture du soja a été réalisée dans des conditions contrdlées (température 24 + 2 °C, humidité
relative 60-70 % et une photopériode de 14h/10 h (jour/nuit) a I'intérieur de la serre (Figure
15).
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Figure 15: Germination des graines de soja (Tadjouri, 2019).
1.5 Repiquage :
Aprés un mois de germination, des plants de 15 a 20 mm de long ont été transplantés
dans des cylindres et cultivés pendant 90 jours dans les mémes conditions que pour la

germination.

Figure 16: Plantes de Soja apres un mois de germination, repiquées dans des cylindres
(Tadjouri, 2019).
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1.6 Capacité de rétention de I’eau
La capacité¢ de rétention est déterminé par la différence entre la quantité d’eau

apportées avant 1’arrosage et celle récupéré apres 24h de décantation. La capacité de

rétention est de 1596 ml.
1.7 L’arrosage :
L’arrosage est effectué trois fois par semaine par 1’eau distillée ; substituée une fois

sur trois par une solution nutritive de Hoagland.

Solution mére (0/1)

Macroéléments

KNOs 191.90
(NO5)Ca, 4H,0  129.80
NOs NH, 210.00
SO, Mg, 7TH,0  61.50
PO, HoK 54.40

P04K,H, 3H,0 34.23
Oligo-éléments
Clen, 4H,0 1.80
CuS04, 5H,0 0.176
ZnS04, 7H,0 0.219
BO3Hs 2.861
MO07024(NH,4), 7TH,0  0.285
CioHi,FeNaOs 0.05

Tableau 04 : Composition de la solution nutritive de Hoagland.

1.8 Traitement métallique
Les plantules de soja agées de 3 mois ont été traitées et arrosées par le cadmium ajouté
dans la solution nutritive sous forme de CdCl,, a différentes doses : 0, 50, 150 et 300 ppm.
Pour chaque traitement, 3 répétitions ont éte réalisés.
1.9 Récolte des plantules
Lors de la récolte, les plantules ont été fractionnées en deux parties : racines et parties
aériennes. Afin d’éliminer le cadmium non absorbé par la plante, les racines ont été rincées

trois fois successifs avec de I’eau distillée puis séchées entre deux couches de papier filtre.
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2. Méthodes d’analyses :
2.1Parametres morphologiques :
2.1.1 Croissance en longueur des tiges et racines de la plante :

La croissance en longueur de la partie aérienne et racinaire de la plante a été mesurée
apres I’application du stress métallique. La hauteur des tiges et la longueur racinaire est

mesurée en centimetres (cm).
2.1.2 Croissance pondérale de la partie aérienne et racinaire :
2.1.2.1 Biomasse des parties aériennes et racinaires :

La biomasse des parties aériennes et racinaires exprimée en gramme a été effectué par

pesée de la matiére séche apreés étuvage a 80°C de la matiere fraiche pendant 48h.
2.1.3 Quantification de la teneur des chlorophylles et caroténoides :

La chlorophylle est le principal pigment contenu dans les plantes. Elle se trouve dans
les chloroplastes des cellules végétales sous forme de couleur verte. Elle est indispensable
pour I’activité photosynthétique de la plante pour produire de ’énergie chimique (ATP) a
partir de 1’énergie lumineuse du soleil. En effet la lumiére du soleil est captée par la
chlorophylle. On distingue plusieurs formes de chlorophylles (a, b, c, d et f) qui n’ont pas la
méme structure chimique. Les plus courantes sont les chlorophylles a et b que I’on retrouve
chez les plantes supérieures et chez les algues.

L extraction de la chlorophylle a et b est réalisée selon la méthode de Lichtenthaler
(2001). Environ 100 mg de feuilles sont broyées et mis dans 5 ml d‘acétone 80 %.
L’extraction s’effectué dans 1’ obscurité pour éviter 1‘oxydations de la chlorophylle par la
lumiére, 48 h plus tard, on procéde a la lecture des densités optiques des solutions avec un
spectrophotometre a trois longueurs d‘ondes , 662 nm pour la chlorophylle a, 645nm pour la
chlorophylle b et 470 nm pour les caroténoides. La détermination des teneurs réalisée selon
les formules suivants :

C, (ng/ml) =12.25 A663.2 — 2.79 A645.8
Cp (ng/ml) = 12.25 A645.8 — 2.79 A663.2
C (x+) (ug/ml) = (1000 A470 - 1.82 C, - 85.02 C,,)/198

32



Partie 11 Matériels et Méthodes

2.2 Parametres physiologiques
2.2.1 Dosage du cadmium dans les organes de la plante (feuilles, tiges et racines)

Ce procédé fournit la digestion acide des poudres de plantes dans un dispositif de
récipient fermé chauffé sous une température contrélée dans une étuve, pour la détermination
du cadmium par spectrophotométrie d’absorption atomique SAA (VARIAN AA 240 FS). La
minéralisation de la poudre végétale a porté sur 36 échantillons, dans des flacons stérilisés en
verre.

2.2.2 Protocole expérimentale de la digestion :
2.2.2.1Instrumentation :

-Une étuve.

- Des flacons en verre fermés hermétiqguement.

- Balance analytique.
2.2.2.2 Réactifs utilisés :
-06 ml de HNO3 a 69%.
-02 ml de H,0, a 30%
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Ressortir les échantillons puis
laisser refroidir a I’air libre

Filtration des
échantillons
jusqu'a 100%

Rincage des flacons au H,O
pure est ajuster la fiole au

trais jaugée 100 ml Refermer les fioles

+ agitation douce

Echantillons Soj2
L TIGES -RACNES -FEUILLES »
A des concentrations (|3
de Cadmium
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[ =
L \f Stockage et étiquetage F

des échantillons

Figurel7: Schéma montrant la technique Miliston « SAA » pour préparer les échantillons de

soja
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2.2.2.3 Minéralisation de la poudre végétale

La minéralisation a lieu sous une hotte aspirante dans des flacons en verre fermés
hermétiquement, une masse de 0.5g de chaque échantillon ont été pesées dans des flacons,
puis des volumes de 6 ml d’acide nitrique (HNO3) concentré a 69% et de 2 ml d’eau oxygénée
(H2,02) a 30 % ont été ajoutés. Les flacons sont fermés hermétiquement et laisser a la
température ambiante pendant une heure, par la suite les flacons ont été placés dans une étuve
réglée & une température de 110 'C pendant 120 min.

Apreés refroidissement, les échantillons ont été filtrés dans des fioles jaugées de 100

ml, préparées au préalable, et compléter ensuite au trait de jauge par I’eau bidistillée.
2.2.2.4 Stockage des eéchantillons minéralisés et le blanc

Les fioles sont ensuite conservées dans un réfrigérateur a 4 °C pour éviter toute perte

et contamination jusqu’au moment d’analyse par spectrophotométrie d’absorption atomique.

Echantillons Soja
«TIGES ~RACINES —FEUILLES »

A des concentrations
de Cadmium

150 ppm

Figure 18: Stockage et étiquetage des échantillons.
2.3 Anatomie
2.3.1 Etude anatomique des tiges et des racines

Les organes (tiges et racines) sont soigneusement séparés au moyen d’une lame de
rasoir puis sectionnés en piéces de 1 a 2 cm de long. Seuls les échantillons des parties
médianes sont pris en considération. Des coupes transversales sont effectuées a « mains levée
» sur des tiges et des racines au moyen d’une lame de rasoir. Des coupes fines de 20 um
d’épaisseur sont colorées par la technique de double coloration (vert de méthyle/rouge
Congo). Les coupes sont d’abord traitées a I’hypochlorite de sodium a 8% pendant 15 mn.
Apres un rincage a I’eau distillée, elles sont mordancées par 1’acide acétique a 70% dilué,
pendant 2 mn, puis colorées au vert de méthyle a 1% pendant 5 mn. Ce dernier colore en vert

les parois lignifiées. Les pieces sont ensuite lavées a 1’eau distillée et colorées au rouge Congo
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a 2% pendant 15 mn. Ce colorant met en évidence la cellulose qui apparait en rose ou en
rouge. Les coupes sont ensuite lavées a 1’eau distillée et montées dans une goutte d’eau entre

lame et lamelle avant d’étre observées par microscope menu d’un dispositif permettant une
bonne prise de vue et la prise de photos.
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Résultats et Discussion

1. Effet du stress induit par le cadmium (Cd) sur la croissance de la plante :

La longueur racinaire et aérienne diminue significativement en fonction des concentrations
appliquées du Cd avec une forte corrélation négative (r = - 0,815) pour la longueur racinaire et (r = -
0,870) pour la longueur aérienne. Le stress appliqué a provoqué une diminution en longueur
racinaire de 64,4% des échantillons par rapport au témoin et de 75,7% pour la longueur aérienne
(Figure 19). La comparaison des moyennes par le test de Tukey révele une différence significative
de la moyenne de la longueur racinaire a la concentration 300 ppm par rapport au témoin ; et pour la
longueur aérienne une comparaison significative était constatée que pour les concentrations 150 et

300 ppm.

Longueur racinaire et aériéne
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140 1139

E 120 100% I
<9 T
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80 sq,'/a
100% 99% qw B Moyenne(longueur racinaire)

Longueur
o
o

0 e 31% Moyenne(longueur aériéne)
20 4
0 -

témoin

Dose de Cadmium en ppm

Figure 19. L’effet du Cd sur la longueur des parties aériennes et racinaires.

La longueur des tiges et racines de la plante diminue proportionnellement avec
I’augmentation de la concentration du Cd. Plusieurs auteurs ont en effet noté qu’une stimulation de
la croissance pourrait étre observée en réponse a I’application d’une trés faible concentration de Cd
dans le milieu chez plusieurs espéces telles que Betula pendula, Miscanthus sinensis et Arabis
paniculata (Gussarsson, 1996; Arduini et al., 2004; Tang et al., 2009), et chez Brassica juncea
(Irfan et al., 2014).

L’effet toxique du Cd sur la croissance de la plante se manifeste par une réduction du
développement des différentes parties de la plante. Selon Ahmad et al. (2011) et Hediji et al.
(2015), ces effets pourraient étre expliqués par une diminution de I'absorption et la distribution
d'éléments essentiels chez les plantes. Rascio et al. (2008) ont rapporté que le traitement des plantes
de riz par le Cdconduital 'inhibition de la croissance des racines et des altérations de leur

morphogenese. Chez les plantes de pois, le stress cadmique a causé des troubles a 1'allongement des
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racines et au processus mitotique et également des aberrations chromosomiques des bouts de racine
(Fusconi et al., 2007).

L’accumulation racinaire des métaux est favorable a I’apparition de S phénomeénes de rhizo -
toxicité qui se traduisent par une coloration brunatre et un épaississement des racines de la plante,
une diminution de 1’élongation racinaire ainsi qu’une augmentation de la ramification (Kopittke et
Menzies, 2006 ; Kopittke et al., 2007). Ces symptdmes sont principalement attribués ala
rigidification des parois cellulaires par 1’adsorption massive des métaux qui prennent la place du Ca
dans 1’apoplasme, en particulier au niveau de la zone d’élongation. Cette rigidité de 1’apoplasme
freine 1’élongation racinaire et peut provoquer des ruptures au niveau des cellules du rhizoderme et

du cortex externe (Kopittke et al., 2008).
2. Effet sur la biomasse des parties racinaire et aériennes

Les résultats expérimentaux ont montré que la biomasse de la partie aérienne et racinaire ont
diminué chez la plante comparativement a la plante non stressée. La biomasse racinaire et foliaire
décroit significativement au fur et a mesure que la concentration du cadmium augmente, avec une
forte corrélation négative (r = - 0,891) pour la biomasse racinaire et (r = -0,840) pour la biomasse
foliaire. Le stress appliqué a provoqué une diminution totale de la masse racinaire de 79,4% des
échantillons par rapport au témoin et de 70,6% pour la masse foliaire. La comparaison des
moyennes par le test de Tukey montre une différence significative de la moyenne de biomasse
racinaire aux concentrations 150 ppm et 300 ppm par rapport au témoin ; par contre pour la

biomasse foliaire ce méme résultat était constaté que pour la concentration de 300 ppm (Fig. 20).
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Figure 20. L’effet du Cd sur la biomasse des parties racinaire et aériennes.

La determination des poids de la masse racinaire et foliaire de la plante étudiée montre que

la biomasse décroit significativement au fur et a mesure que la concentration du cadmium augmente
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dans le milieu. Plusieurs études ont montré que la présence du Cd dans le milieu de culture peut se
traduire, au-dela d’une certaine limite, par I’apparition de symptdmes d’intoxication, accompagnés
d’une inhibition de la croissance pondérale des plantes (Zorrig, 2010).

L’inhibition de la croissance des plantes et de la biomasse induite par le cadmium a déja été
signalé chez de nombreuses  espéces de plantes telles que le blé  (Rehman et al., 2015), le riz
(Nahakpam et Shah, 2011), le mais (Vaculik et al., 2015), Brassica napus (Ali et al., 2014 ; Ehsan
et al., 2014), la tomate (Hediji et al., 2015), les plants d’haricots (Saidi et al., 2013), le radis et le
blé (Anuradha et Rao, 2007).

La diminution de la croissance pondérale de la partie aérienne et racinaire de la plante peut
étre due a la toxicité de cadmium sur les appareils photosynthétiques (Saidi et al., 2013), ou des
altérations chez les plantes (Ali et al., 2014), ainsi qu’aux dommages oxydatifs et a la réduction des
activités enzymatiques antioxydants (Saidi et al., 2013).

La diminution de la croissance pondérale des plantes peut également étre ducala
perturbation de 1’équilibre de certaines hormones de croissance, notamment 1’auxine (Hasenstein et
al., 1988), et ala perturbation de I’ homéostasie des éléments minéraux essentiels (Nemmiche,
2017). De méme, Ekmekci et al. (2008) rapportent que l'augmentation de la concentration du
cadmium dans le milieu réduit significativement la quantité de la matiére séche des racines et des
feuilles chez Zea mays. Il est important de noter que le Cd n’affecte pas la croissance de toutes les
plantes avec la mémes sévérité. En effet, sur des sites trés contaminés en métaux lourds, et en
particulier en cadmium, certaines especes veégétales telles que Arabidopsis halleri et Thlaspi
caerulescens sont capables de croitre, se développer, et se reproduire (Wojcik et al., 2005).
Ruegsegger et Brunold (1992) ont démontré que les biomasses des parties aériennes et racinaires

sont  réduites d’'un méme facteur en présence du Cd chez le mais.

3-Estimation des pigments

3-1. Quantification de la teneur en chlorophylles et caroténoides

Nous avons noté une réduction hautement significative de la chlorophylle a et b en fonction
des concentrations appliquées du Cd avec une forte corrélation négative (r = - 0,942) pour la
chlorophylle a et (r = -0,916) pour la chlorophylle b. Le stress appliqué a provoqué une diminution
en teneur des pigments photorécepteurs soit 88,8 % pour la chlorophylle a et de 82,2 % pour la
chlorophylle b.
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La comparaison des moyennes par le test de Tukey montre une différence significative de la

moyenne de la chlorophylle a et b a différentes concentrations de Cd par rapport au témoin.
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Figure 21. Variation des teneurs en chlorophylles (a, b) dans les feuilles du soja sous I’effet du

stress induit par le Cd.

Nous avons noté aussi une réduction hautement significative de la chlorophylle totale en
fonction des concentrations appliquées du Cd avec une forte corrélation négative (r = - 0,954). Le
stress appliqué a provoqué une diminution en teneur de la chlorophylle totale soit 90,9 %.

La comparaison des moyennes par le test de Tukey montre une différence hautement
significative de la moyenne de la chlorophylle totale a différentes concentrations du Cd par rapport

au témoin.
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Figure 22. Variation des teneurs en chlorophylle totale dans les feuilles du soja sous 1’effet du

stress induit par Cd.
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Dans d’autres études, la diminution de la photosynthese chez les plantes est liee ala
diminution du nombre de stomates mis en jeu et leur degré d’ouverture. Il semble que
I’augmentation de la résistance stomatique soit surtout le fait d’une réduction du nombre de
stomates (Debez et al., 2006). La chlorophylle a, b et totale diminue progressivement avec des
doses croissantes de cadmium chez le soja. Ces resultats concordent avec ceux de Bouzid (2009),
qui a démontré qu’il y a une diminution des teneurs en chlorophylles a et b chez A. halimussub sp
soumise au stress par le cadmium. Selon Bhardwaj et Singhal (1981), la réduction de la teneur en
chlorophylles est liée a la diminution de la teneur des  protéines thylacoidales, qui associées aux
chlorophylles a et b.

La réduction enregistrée de la Chl a et Chl b a été probablement causée par la dégradation
des enzymes impliquées dans la biosynthese de la chlorophylle comme | 'acide 6- aminolévulinique
déhydratase et 1 'acide 6-aminolévulinique synthase (Wang et al., 2014). De méme, la diminution
des teneurs en chlorophylles peut étre aussi due a une diminution de 1’azote au niveau des pigments
chlorophylliens (Zid et Boukhris, 1977). Ainsi, La diminution de la photosynthése peut étre due a
une inhibition de la synthése des chlorophylles par un blocage des ions Mg, Mn et Fe (Gopal et
Rizvi, 2008), ou par I’augmentation de 1’activité de la chlorophyllase (Liu et al., 2008), ou encore la
destruction des chloroplastes (Sharma et Dubey, 2005).

L’accumulation des métaux lourds entraine une réduction de la synthese des pigments
chlorophylliens en modifiant les intermédiaires biosynthétiques de la chlorophylle, et donc le

fonctionnement du complexe de protéines pigmentaires (Ahanger et al., 2016).
3-2 Caroténoides

Nous avons noté une réduction significative du caroténoide en fonction des concentrations
appliquées du Cd avec une forte corrélation négative (r = - 0,816). Le stress appliqué a provoqué
une diminution en teneur du caroténoide soit 66,5 %. La comparaison des moyennes par le test de
Tukey montre une différence significative de la moyenne du caroténoide aux concentrations 150 et
300 ppm Cd par rapport au témoin.
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Figure 23. Variation des teneurs en chlorophylles caroténoides dans les feuilles de soja sous 1’effet

du stress induit par le Cd

4. Quantification de la teneur en Cd dans les racines, tiges et feuilles du Soja.

Une augmentation significative de la concentration de Cd dans tous les organes végétaux
obtenue selon I'ordre suivant racines> feuilles> tiges avec un facteur de transfert estimé a 0.39, 0.63
et 0.49 pour les doses de 50, 150 et 300 ppm respectivement. Les racines constituent le site

principal de I'accumulation du Cd.

120 -

100 -~

m Cd Tiges
™ Cd Feuilles

Cd Racines
80

40 - =

20 - B
.

o . _— . . .
50 150 300

Figure 24. Variation des teneurs du Cd dans les racines, tiges et feuilles de soja sous 1’effet du

(g Cd/g dry weight)
3

stress induit par le Cd.

L’accumulation du métal lourd dans la plante utilisée varie selon la mobilité, la
biodisponibilité et la concentration du cadmium dans le sol. Son accumulation dans les feuilles et

racines des plantes augmente progressivement avec ses doses croissantes. Ce constat corrobore les
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résultats trouvés par Baker et al. (1994), qui rapportent que la concentration des métaux dans les
plantes dépend hautement de leurs concentrations dans le sol.

En effet, la disponibilité des métaux dans le systéme sol-plante dépend du pH du sol, de la
concentration en matiére organique et du stade de développement de la plante (Myung et Thornton,
1997). La migration et I'accumulation des métaux lourds dans les organes, les tissus, les cellules de
la plante dépendent essentiellement du métal considéré. Mais sauf quelques exceptions (Richter et
Hlusek, 1986 ; Mench et al., 1988), la plupart des espéces végétaux paraissent opérer une forte
rétention des métaux lourds dans les racines, a un degrés moindre dans les feuilles (Peterson, 1986).
Les résultats de notre étude ont révélé que le Cd présente le taux le plus élevé dans la partie
racinaire de la plante.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux de Sivasankar et al. (2012) qui ont signal¢ que
les métaux lourds sont stockés souvent dans les racines de la plante. La compartimentation et
I’accumulation d’un métal lourd s’effectue dans les vacuoles des cellules racinaires alors limitant
son transport vers la partie aérienne.

Selon Moreno-Jiménez et al. (2009), la translocation des eléments métalliques vers les
parties aériennes de la plante dépend des différents facteurs (espéce végétale, caractéristiques
physicochimiques des sols, espéces métalliques présentes).

La facilité de transfert du Cd est liée entre autre a sa grande mobilité dans le sol par rapport
aux autres métaux (Hooda et Alloway, 1994). Sa biodisponibilité et sa mobilité sont liées a sa
solubilité et a sa forme géochimique (Ma et Rao, 1997). Il a été clairement démontré que la capacité
d’accumulation du cadmium était dépendante de la famille végétale (Kuboi et al., 1986) et de
I’espéce (Coullery, 1997). Selon Kuboi et al. (1986), Les plantes cultivees les plus accumulatrices
de cadmium sont les Chénopodiacées (épinard, betterave), les Brassicacées (chou, navet, radis) et
les Astéracées (laitue). Cependant, des résultats contradictoires montrent que pour la plupart des
plantes, la concentration de cadmium dans les racines est au moins trois fois plus importante que
celle des parties aeriennes (Sameni et al., 1987). Par exemple chez Azolla filiculoides, les niveaux
d’accumulation du Cd sont au moins deux fois plus éléves dans les racines que dans les parties
aériennes (Sela et al., 1989), le riz (Ros et al., 1992), et la laitue (Costa et Morel, 1994). Ce qui
rejoigne encore nos résultats, aladose 300 ppm I’accumulation de cadmium se fait

préférentiellement au niveau de la partie souterraine de la plante.
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5-Caractérisation anatomique des racines et tiges de soja (Glycine max)

Les coupes obtenues du matériel expérimental et observées sous microscope ont permis de
procéder aux mensurations des cellules de vaisseaux conducteurs, spécifiquement le Xxyleme
racinaire et caulinaire. Ces mensurations ont concerné les mesures du diametre des vaisseaux a

I’aide d’un micrometre adapté au microscope.

Sur une coupe transversale de la racine, on distingue deux zones :

« L'écorce, distincte de ce que l'on appelle également I'écorce, cette partie est constituée du
rhizoderme (I'épiderme de la racine) qui porte les poils absorbants puis une assise subéreuse,
lorsque la racine vieillit, et du parenchyme cortical qui assure le transport des éléments absorbés
jusqu'au centre de la racine pour leur transport a travers toute la plante. La derniére couche de
cellules du parenchyme est épaissie et forme une sorte de barriére de contr6le des molécules
circulant dans la racine, c'est I'endoderme.

« Le cylindre central ou se trouvent les tissus de transport de la seve et qui est composé du
péricycle, une couche de cellules a partir de laquelle vont se former les ramifications de la racine.
Viennent ensuite les deux types de tissus conducteurs, le xyléme qui conduit la séve brute vers les
feuilles et le phloeme qui redistribue la séve élaborée dans toute la plante. Enfin, au centre le
parenchyme médullaire qui, s'il n'a pas un role de stockage a seulement une fonction de

remplissage.
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Xyleme

Phloéme

Figure 26. Coupe transversale de la tige de soja (X10).

En coupe anatomique, la tige se distingue par deux parties : I'écorce (parenchyme cortical) et
le cylindre central. Dans une tige de dicotylédone, les tissus conducteurs de seve sont disposés sur
un seul cercle regroupant des structures élémentaires appelées faisceaux cribro-vasculaires ou
libéroligneux. Ces derniers regroupent le phloéme primaire et le xyleme primaire séparés par le
cambium, couche de cellules non différenciées ou embryonnaires dont le fonctionnement est
bloqué. Elles ne reprendront leur activité que durant I'élaboration des structures secondaires.

A la lumiére de I'ensemble des résultats obtenus, il serait intéressant d’utiliser I’approche «
anatomique » en particulier, I’interprétation des données en photos des racines et des tiges stressees
pour éclaircir la variation du diamétre du xyléme racinaire et caulinaire (um) des plantes stressées
au cadmium et surtout voir la réponse du xyléme racinaire. Travaux non réalisés a cause de la
pandémie du COVID-19.
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Conclusion générale

Le Cadmium (Cd) est considéré comme un des metaux lourds les plus polluants. Il est tres
toxiques aux organismes vivants et de nombreuses especes végétales. En raison de sa grande
solubilité dans I'eau, le Cd est facilement absorbé par les racines et peut étre chargé dans le xyleme
pour son transport dans les organes aeriens. Au-dela d'un certain niveau de Cd dans le sol, le

rendement des cultures diminue et la qualité des produits de terrain se dégrade.

L'étude expérimentale sur une culture de soja a permis de voir I’effet du stress cadmique sur
cette culture. A la lumiére de l'ensemble des résultats obtenus, I'effet toxique du Cd sur le
métabolisme des plantes est significatif. De plus, des changements morphologiques et anatomiques

ont été observés a différentes concentrations du Cd.

Et a cause de la pandémie du COVID-19 beaucoup de travaux n’ont pu étre réalisés pour

comprendre I’effet mécanistique du stress cadmique sur la plante de Soja.
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