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Les activités humaines ont considérablement accru la libération de diverses molécules
dans I’environnement dont certaines se révelent toxiques pour tous les organismes vivants.
Parmi les molécules introduites, les métaux lourds occupent une place non négligeable. Ces
derniers sont définis par certains auteurs comme des ¢léments métalliques ayant une masse
volumique minimale de 4000 & 5000 kg / m® (Thornton, 1999 ; Sanita di Toppi et Gabbrielli,
1999). D’autres définissent comme métaux lourds, les éléments métalliques compris entre le
cuivre et le plomb dans le tableau périodique des éléments, en excluant donc le fer et le
chrome. Le terme d’éléments traces métalliques (ETM) est donc préférable pour englober
I’ensemble de ces molécules (Burnol et al., 2006).

L’apport des métaux au sol se fait généralement soit par retombées atmosphériques,
soit par I’application directe au sol ou indirecte via la végétation, de matériaux concentrés en
métaux tels les fertilisants, les produits phytosanitaires, les amendements organiques et
notamment les boues de station d’épuration (Alloway, 1995 ; Adriano, 2001).

La contamination des sols par les métaux peut avoir deux conséquences majeures.
D’une part, elle peut favoriser la dispersion des métaux dans 1’environnement vers les eaux de
surface par érosion, vers les eaux souterraines et les nappes par lixiviation-lessivage et, enfin,
par transferts dans la chaine alimentaire par I’intermédiaire des animaux et plus encore des
végétaux (Adriano, 2001). D’autre part, la contamination des sols par les métaux peut affecter
les différentes fonctions du sol, celles contribuant aux services écosystémiques, et en
particulier sa fonction de production en zones agricoles. En fait, les activités humaines
génerent de nombreux déchets riches en ¢léments métalliques. L’accumulation des ces
métaux dans la biosphere perturbe le développement, des végétaux, de la microflore et de la
microfaune du sol. L’aération du sol s’en trouve réduite et ceci freine alors trés nettement la
dégradation de I’humus par les microorganismes. Il en découle une diminution des formes
azotées minérales c’est-a dire une baisse de la fertilit¢ du sol, préjudiciable au bon
développement des végétaux. En effet, I’appauvrissement du sol en éléments nutritifs ajouté a
une absorption excessive des métaux peut conduire a la disparition de certaines especes non
tolérantes, pouvant a terme produire une perte de la biodiversité.

Dans le domaine agricole, la plupart des ETM accumulés dans le sol sont absorbés par
les plantes cultivées. Les végétaux ont besoin pour leur croissance et leur développement de
certains ions métalliques comme par exemple le cuivre, le zinc, le manganese, le fer ou le
cobalt qui entrent dans la composition de certaines enzymes ou leur servir de co-facteurs

(Yang et al., 2005). Ces ¢léments, nécessaires en faible quantité, s’aveérent cependant toxiques
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voire 1étaux lorsqu’ils sont présents en forte concentration (Hansch et Mendel, 2009). De plus,
tous les ions métalliques ne sont pas indispensables aux plantes. En effet, des métaux comme
le cadmium, le nickel, le plomb ou le mercure ne jouent aucun role dans la croissance et le
développement des plantes. Ils sont dits non essentiels et sont toxiques a I’état de traces
(Mendoza-Cozatl et al., 2005). Tous les ETM sont cependant toxiques a forte concentration
pour la plupart des plantes (Mclntyre, 2003 ; Gardea - Torresdey et al., 2005).
L’accumulation des ETM dans les sols génere donc des pertes de rendement conséquentes soit
parce que les plantes cultivées se développent moins bien, soit parce que les sols restent
inoccupés car impropres a la culture.

Pour des plantes poussant sur des sols contenant une concentration en Cu total
naturellement faible, ou en présence de Cu peu mobile, comme les sols calcaires et les sols
riches en matiére organique dans lesquels le Cu est fortement complexé aux substances
organiques, la fourniture de Cu peut étre insuffisante (Marschner, 1995). La croissance de la
plante est alors séveérement réduite et des symptomes de déficience peuvent se manifester.
Dans ce cas, les concentrations en Cu dans la plante sont inférieures a un seuil de 2-5 mg kg-'
MS, suivant les espéces végétales et I'état de développement de la plante (Marschner, 1995).
Lorsque la teneur en Cu augmente dans le sol, la teneur en Cu observée dans la plante peut
atteindre une concentration critique, variable selon l'espéce végétale, a partir de laquelle
apparaissent des symptomes de phytotoxicité (Marschner 1995). Reuter et Robinson (1997)
indique que le seuil de toxicité en Cu est atteint a partir d’'une concentration en Cu de 15 a 30

mg kg MS dans les feuilles de plantes cultivées.

Chez la plante, la phytotoxicité peut s’exprimer au niveau racinaire (rhizotoxicité)
et/ou au niveau des parties aériennes (ISO, 1993 ; 1995) et se caractérise par des réponses
moléculaire, métabolique et/ou a différents niveaux d’organisation de la plante enti¢re (ISO,
2006).

La phytotoxicité¢ de Cu se manifeste immédiatement par une croissance réduite des
racines, qui sont épaissies, moins ramifiées, avec des radicelles de couleur anormalement
foncée (Marschner, 1995; Lexmond et van der Vorm, 1981). Au niveau des parties aériennes
des plantes elle provoque une diminution globale de la biomasse. La phytotoxicit¢ de Cu
semble également se traduire par I’apparition de déficiences en cas d’exposition a des niveaux
trés élevés de Cu®" libre.

C’est dans ce contexte que se situe le présent travail dont 1’objectif majeur est

d’analyser le comportement de la féve (Vicia faba L) face au stress métallique, induit par le
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cuivre et d’estimer le remodelage comportemental de la plante inscrit dans le processus de son
adaptation a I’égard de ce stress. Les plantes sont cultivées dans un substrat remanié et
contaminé artificiellement par différentes doses de cuivre. Ces contaminations sont
provoquées a différents stades de développement de la plante, considérés comme critiques
dans le processus morphogénétique et d’¢laboration de la productivité de 1’espece. L’aspect
de la qualité¢ des graines est également concerné. Les caractéristiques retenues, reflétant les
effets de cette contamination, s’averent d’ordre, morphologique, physiologique, biochimique
et structural. Les deux parties de la plante, caulinaire et radiculaire sont concernés par
I’évaluation de ces réactions. Au stade germination des graines, considéré comme ’une des
phases sensible a toute contrainte environnementale, les effets de cette contamination sur le

déroulement physiologique du processus, sont étudiés.
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1. Généralité sur les métaux lourds

Actuellement, dans I’environnement une importante gamme de contaminants existe,
tels que les métaux lourds, les substances combustibles, les déchets dangereux, les explosifs et
les produits pétroliers. Ils se divisent en deux catégories : les compos€s organiques et
inorganiques. Les contaminants inorganiques majeurs sont les métaux lourds. Ils représentent
un probléme différent des contaminants organiques : contrairement a ces derniers, ils ne
peuvent pas étre dégradés par les microorganismes, ils doivent étre « immobilisés » ou

extraits.

Certains métaux ne sont pas nécessaires a la vie, mais ils perturbent souvent le cours
normal des processus métaboliques, méme a 1’état de traces a I’exception de faibles doses
tolérables (Claus et al., 2004). D’autres ¢léments métalliques ou oligo-¢éléments (Fe, Mn, Zn,
Cu, Mo, Ni), présents a 1’état de traces, sont essentiels pour 1’organisme, 1’accroissement de
leur concentration peut représenter un danger pour les organismes vivants. (Marschner,

1995).

1.1 Définition des métaux lourds

Le terme de métaux lourds est arbitraire et imprécis. Il est utilisé pour des raisons de
simplicité et il recouvre des éléments ayant des propriétés métalliques (ductilité, conductivité,
densité, stabilité des cations, spécificité de ligand) et un numéro atomique > 20 (Raskin et al.,
1997). Ce terme de métaux lourds désigne selon Elmsley (2001) des éléments chimiques
toxiques dont la densité excéde 5g/cm’. Sous cette appellation figurent des éléments qui, pour
certains, sont effectivement des métaux tels que Ni, Cu, Zn, Pb, Hg, Al mais aussi des
métalloides tels que As et Se. C’est pourquoi, une classification plus complexe, basée sur les
propriétés de formation de ligands a été proposée par Nieboer et Richardson (1980), avec la
dénomination d’Eléments-Traces Métalliques, préférée par certains chercheurs. Aucune

définition satisfaisante n'a en définitive émergée (Mallick et Rai, 2002).

1.2 Historique

L'histoire des métaux lourds n'a pas été écrite. Et pourtant, ils paraissent étroitement
liés a la civilisation. L'or, I'argent, le cuivre ont permis de fabriquer les premiéres piéces de
monnaie. Sans métaux lourds, il n'y aurait pas eu de distribution d'eau potable a Rome par les
canalisations en plomb, ni peintures, car les peintures anciennes ont résisté au temps grace

aux métaux incorporés aux pigments («jaune de Naples», a base de plomb, «vermillon de
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mercurey»), ni vitraux dans les cathédrales, ni miroirs, étamés d'un amalgame d'étain et de
mercure. L'homme a utilisé les métaux lourds et continue a les utiliser, parfois avec exces et
souvent avec inconscience. Ou pire, en toute conscience. Si les métaux lourds ont fait la
civilisation, ils peuvent aussi la défaire. Car les métaux lourds sont aussi des toxiques

puissants (Miquel, 2001)

1.3 Origine des métaux lourds

Les métaux lourds sont des constituants naturels de tous les écosystémes et on les
trouve dans 1’atmosphere, I’hydrosphére, la lithosphére et la biosphere. Leur distribution dans

I’environnement procede de deux origines :

I’une, naturelle est le résultat de processus géogéniques comme 1’érosion, les précipitations
géochimiques de roches et de I’eau de source, I’activité volcanique et bactérienne (Sanita di

Toppi et Gabbrielli, 1999 ; Baize et Sterckeman, 2001)

I’autre, reléve des activités anthropogéniques. En effet, ces derniéres années, le
développement des activités industrielles a provoqué un accroissement considérable de la
teneur en métaux lourds dans 1’environnement ou ils peuvent parvenir de différentes
manicres. Sous forme gazeuse, dissoute ou de particules liées, les polluants peuvent pénétrer
dans le sol par voie aérienne (déposition séche), en utilisant I’eau comme vecteur de
transport (précipitation, eau de surface, déposition humide) ou encore via des solides
organiques tels les boues d’assainissement, le compost, les fertilisants et les pesticides

(Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999 ; Baize et Sterckeman, 2001)

2. Le cuivre comme polluant environnemental

2.1 Généralités

Du latin «aes cyprium », « coprium », « cuprium ». « bronze chypre». C’est un
métal probablement connu depuis 1’age de la pierre. Le cuivre est un ¢élément chimique de
symbole de Cu et de numéro atomique 29, il appartient au groupe 11 et de période 4. Sa
masse atomique est de 63,546g/mole, il est présenté sur notre planéte par deux isotope stable :
53 Cu (69,17%) et “Cu (30,83%).Le cuivre est principalement utilisé:

» pour fabriquer des cables, des fils et des appareillages électriques, car il posséde la

meilleure conductivité électrique de tous les métaux industriels;

» on ’utilise également pour les toitures, les canalisations d’eau et de gaz en raison de
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sa résistance a la corrosion;

» par ailleurs, comme c’est un excellent conducteur de chaleur, le cuivre sert a

fabriquer des ustensiles de cuisine, des chaudiéres et des échangeurs de chaleur;

» le cuivre entre aussi dans la composition d’engrais et de certains pesticides, sous la

forme de sulfate de cuivre;

» de nombreux alliages a base de cuivre (principalement le bronze) sont utilisés pour la
fabrication de pieces de monnaie, de médailles, de statues et de cloches, en raison de leur

dureté et de leur résistance a la corrosion.

Le cuivre a également des propriétés bactéricides reconnues: il détruit les microorganismes et

les bactéries (Adriano, 2001)

2.2. Distribution naturelle du cuivre

2.2.1. Distribution géologique du cuivre

Le cuivre est largement distribué géographiquement et géologiquement sur la
planéte. Cet élément chimique occupe toutefois une mince fraction dans la formation du
matériel parental du sol. On retrouve en moyenne 70 ppm de cuivre dans la crolte terrestre
(Parker, 1981). Cet ¢lément se trouve en plus grande concentration dans les roches basaltiques
que dans les granits et a tendance a étre absent dans les roches carbonatées (McBride, 1981).
Dans les minéraux primaires. Le cuivre se présente plus fréquemment sous forme de sulfide
(ex.: bornite: CusFeS4) ou de chalcopyrite (ex.: CuFeS,) (McBride. 1981 ; Parker, 1981). Le
cuivre des minéraux secondaires se retrouve sous forme d'oxydes, de carbonates, de silicates,

de sulfates et de chlorures (McBride, 1981).
2.2.2. Distribution géographique du cuivre

Le cuivre et assez irréguliérement réparti a la surface du globe, on trouve les grands
gisements au sud du bouclier canadien dans le Michigan et Montana, ainsi que dans le Sud-
Ouest des Etats-Unis, au nord du Mexique, au Pérou et Chili, sur la plate forme africaine
(Zaire et Zambie), en Afrique du sud (Transvaal), en Australie et aussi en Asie .1l existe de

nombreuses autres mines un peu partout dans le monde (McBride, 1981).
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2.3. Le cuivre dans le sol

Le stock d'éléments traces métalliques (ETM) actuellement présent dans les sols
représente la résultante de I'héritage du fond géochimique (Robert et Juste, 1999), des apports
naturels et anthropiques et des sorties de ce systeme vers d'autres composantes de
I’environnement. Les apports en Cu dans la biosphére se font principalement par voies
naturelles (activité volcanique, feux de foréts, décomposition de la végétation et érosion
¢olienne) et par voies anthropiques (activités minicres, industrielles et agricoles, la production
d'énergie et le transport) (Kabata-Pendias et Pendias, 1992; Dameron et Howe, 1998;
Anonyme, 2004).

2.3.1. Les formes chimiques du cuivre

Le Cu dans les sols est principalement adsorbé par les mati¢res organiques, les
minéraux argileux, les oxydes, hydroxydes et oxyhydroxydes, les carbonates, phosphates et
sulfures (Kabata-Pendias et Pendias, 1992). Seulement une faible portion est sous forme d'ion
libre hydraté ou échangeable (Anonyme, 2004). La majeure partie du Cu se présente dans les
sols sous la forme résiduelle ou complexée a la matiere organique (MO) (MacLaren et
Crawford, 1973 a et b; Ramos et al., 1994; Ma et Rao, 1997; Yu et al,. 2004). MacLaren et
Crawford (1973 a et b) ont fractionné le Cu sur 24 types de sols anglais et ont montré que plus
de 50 % du Cu était retenu dans le réseau des minéraux altérables, 30 % ¢était 1ié a la MO et 15
% était adsorbé par les hydroxydes de Fe et de Mn. Le « pool » disponible ne représentait que

1 a2 % du total.

2.3.2. Distribution du cuivre dans le profil de sol

Des recherches antérieures sur le mouvement des métaux dans le sol ont montré que la
plupart des métaux apportés aux sols calcaires ont tendance a rester a la surface (Mc Laren et

Crawford, 1973; Kuo et al., 1983; Miller et al., 1983; Planquart et a/., 1999).

Ce faible déplacement des ¢éléments est attribué au pH des sols, ainsi qu'a 1'adsorption
des ¢éléments métalliques sur les différents constituants des sols, en particulier la matiere
organique dans le cas du cuivre. Mullin et al. (1982) ont montré que la mobilit¢ de Cu et de
Zn aprés applications sous forme de sulfates pendant quinze ans, est négligeable pour des sols
a pH 6-7, ayant des teneurs faibles en matiére organique. Brun (1998) rapporte aussi que le
Cu apporté par les traitements phytosanitaires se retrouve essentiellement dans 1’horizon

supérieur (0-20 cm) des sols viticoles calcaires.
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Les argiles sont ¢galement des phases fixatrices de métaux (Besnard et al., 2001), mais
elles peuvent ainsi permettre leur dissémination de par leur petite taille qui leur permet d’étre
aisément transportées par le vent. Ceci est particulierement vrai dans le cas du cuivre (Madrid

et al., 2008).
2.3.3. La mobilité du cuivre dans les sols

La migration du Cu est tres faible, quel que soit le type de sol (Delas, 1963). Dés qu'i |
est en contact avec le sol, a la suite d'un dépot atmosphérique ou d'un épandage a des fins
agricoles, le Cu sera fortement adsorbé dans les premiers centimétres du sol (Brun et al,
1998; Dameron et Howe, 1998; Juste et Mench, 1992; Schramel et al., 2000; Zinati et al.,
2001). Néanmoins, la mobilité¢ du Cu, aussi minime soit-elle, peut se produire, soit sous forme
d'un entrainement vertical ou d'un déplacement latéral, soit par absorption et exportation par
les végétaux. Il est important d'en faire mention, car ces différents types de migration pourront

étre observés dans un parc a résidus miniers.

2.3.4. Sources et niveau de contamination en cuivre des sols

2.3.4.1. Niveau de contamination en cuivre des sols

Bien que la fraction disponible des métaux soit généralement trés inférieure a la
concentration totale dans le sol, cette derniere reste le premier indicateur de la contamination
des sols par les métaux. Le cuivre est un ¢lément ubiquiste sur terre, présent dans le fond
pédo-géochimique a des concentrations généralement comprises entre 15 et 30 mg Cu kg™ sol
(Baker et Senft, 1995 ; Kabata-Pendias et Pendias, 1992 ; Adriano, 2001). En France, les
travaux de Baize (1997), ont montré sur 557 sols francais choisis en évitant les sols viticoles
que 90% des teneurs en Cu étaient comprises entre 5 et 28 mg Cu kg™ sol, avec une valeur

médiane de 14 mg Cu kg™ sol.
2.3.4.2. Sources de contamination en cuivre des sols

Les activités anthropiques peuvent entrainer ponctuellement un enrichissement des
sols en Cu jusqu’a des concentrations preés de 150 fois supérieures au fond pédo-géochimique
(Vulkan et al., 2000). Les activités industrielles sont généralement a 1’origine des niveaux de
contamination les plus élevés mais qui restent en principe localisée, dans des situations de
pollution « concentrée ». Des concentrations de 1000 a 8700 mg Cu kg™ ont été couramment

rapportées dans des sols situés a proximité de sites d’exploitation mini€re et d’industries
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métallurgiques (Kabata-Pendias et Pendias, 1992 ; Vulkan et al., 2000). Des niveaux de
contamination plus faibles mais s’étendant sur plusieurs dizaines de kilometres, dans des
situations de pollution « diffuse », ont également été répertoriés en périphérie des sites de
fonderies (Adriano, 2001 ; Legrand et al., 2005). Les activités agricoles sont é¢galement a
I’origine de la contamination en Cu des sols, principalement de facon diffuse. L’ apport
d’amendements organiques (boues de station d’épuration, fumiers et lisiers de porc en
particulier) peuvent engendrer un accroissement des concentrations en Cu dans les sols
jusqu’a des valeurs de I’ordre de 600 mg kg (Baker et Senft, 1995 ; Adriano, 2001).
Cependant, la source de contamination diffuse des sols agricoles la plus répandue est liée a
I’application de fongicides a base de Cu sur les cultures, principalement en viticulture et en

arboriculture (Loué, 1993).

2.4. Biodisponibilité du cuivre
- Définition

La biodisponibilit¢ de Cu dans les sols est simplement définie comme la potentialité
de Cu a étre absorbé par une plante (Singh et Rakipov, 1988). Pour un systéme sol - plante, la
biodisponibilit¢ de Cu est I’aptitude de Cu a étre transféré d’un compartiment du sol vers le
systéme racinaire de la plante, lieu de son prélevement (Juste et al., 1995). Ce transfert
s’effectue essentiellement par 1’intermédiaire de I’absorption de Cu contenu dans la solution
du sol par les racines (Loué, 1993; Marschner, 1995). La biodisponibilit¢ de Cu dépend donc
de la spéciation, de toutes les propriétés physico-chimiques qui gouvernent la spéciation, et
par conséquent la mobilit¢ de Cu dans le sol, mais aussi de l'espéce végétale considérée

(Mitchell et al., 1978; Lexmond, 1980; Sanders et al., 1986b; Sims, 1986; Ebbs et al.,1997).

2.4.1. Facteurs de contréle de la biodisponibilité du cuivre pour les plantes

L’interface sol-racine est le siége d’intenses des processus physiques, chimiques et
biologiques qui participent au controle du prélévement des métaux par les plantes (Fig.01)
(Hinsinger, 2001 ; Hinsinger et al/., 2005). Dans cette partie, nous nous focaliserons
principalement sur les processus biologiques et chimiques intégrant 1’ensemble des fonctions
rhizosphériques induites par 1’activité racinaire. (Gregory et Hinsinger, 1999 ; Hinsinger et

al., 2005 ; Gregory, 2006).

Une des principales fonctions de la racine concerne le prélevement de 1’eau et des

¢léments minéraux (dont les oligo-¢éléments comme Cu). Cette fonction induit un flux d’eau
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(convection) et de métal vers la racine par le jeu de processus d’advection (mass-flow) et de

diffusion.

La respiration des racines et des microorganismes présents dans la rhizosphere est
¢galement responsable d’un influx d’O; et d’un efflux de CO, qui peuvent modifier les
¢quilibres chimiques, notamment par l’intermédiaire du pH, mais aussi de la pression

d’oxygéne (pO2) et de la concentration en ion bicarbonate (HCO™).

En lien avec 1’absorption des éléments minéraux majeurs et son statut nutritionnel, la
racine excréte des protons (H') et des ions hydroxyl (OH") ou bicarbonate qui peuvent
engendrer des modifications importantes de pH dans la rhizosphére. Enfin, la racine exsude
une grande diversité de composés organiques qui enrichissent les MOD dans la rhizosphere.
L’ensemble de ces flux participent au controle de la disponibilit¢ des métaux dans la

rhizospheére et donc a leur biodisponibilité environnementale pour les plantes (Fig.01).

Racine Solution Phase solide
R cvecion

Désorption
Solubilisation
“ Adsorption
Ml Precipitation

o, <{ /
Respiration

co,

Fig. 01 : Processus biologiques et chimiques induits par les activités racinaires et leur
implication sur la dynamique des métaux (M) a I’interface sol-solution-racine (Hinsinger

2001 ; Hinsinger et al., 2005).
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2.5. Le cuivre dans la plante

2.5.1. Le cuivre, oligo-¢lément

Les oligo-¢léments comme Cu, sont des éléments indispensables a la vie mais qui se
trouvent présents en proportion tres faibles dans les tissus biologiques (Loué, 1993). Certains
¢léments traces cationiques plurivalentes comme Cu peuvent se présenter sous différents états
d'oxydation (Cu*” + e- <> Cu") et jouent ainsi un role d'accepteur ou de donneur d'électrons,
trés important dans les multiples systémes enzymatiques mettant en jeu des réactions
d'oxydoréduction. Ils sont en outre nécessaires aux enzymes, soit comme activateurs soit
comme constituants spécifiques de systémes enzymatiques (Loué, 1993; Clemens, 2001). Les
flux d'absorption de Cu sont parmi les plus bas de ceux de tous les éléments traces et Cu est
ainsi absorbé par la plante en trés petite quantité. Dans le cas d'une croissance optimale, en
fonction des especes et des cultivars, les concentrations en Cu dans les plantes atteignent des
valeurs comprises entre 5 et 15 voire 20 mg kg™ de matiéres séches (MS) dans les parties

aériennes (Reuter et Robinson, 1997).

2.5.2. Role physiologique du Cuivre

Le Cu est un nutriment essentiel pour les plantes (Marschner, 1995; Larcher, 2003). 1l
joue un role important dans la photosynthése (Coic et Coppenet, 1989; Loué, 1993). En effet,
environ 70 % du Cu d'un végétal se retrouve dans la chlorophylle (Katyal et Randhawa,
1986). 11 a une fonction capitale dans l'assimilation (Katyal et Randhawa, 1986) et la
respiration (Coic et Coppenet, 1989), mais aussi dans le métabolisme protéique, la
lignification et la production d'ADN et d'ARN (Kabata-Pendias et Pendias, 1992; Marschner,
1995). En outre, il est nécessaire aux enzymes, car en changeant de valence il assure
I'oxydation ou la réduction dans le cycle catalytique (Loué, 1993). Il joue un role important
dans divers processus métaboliques, en participant a la constitution de différentes protéines
(Marschner, 1995) :

* La plastocyanine pour la photosynthése;

* Les superoxydes dismutases pour la lutte contre le stress oxydant;

* Les peroxydases pour la lignification;

» Les oxydases pour 1’oxydation de composes tels que les ascorbates, les diamines, les
phénols ;

* Les cytochromes oxydases pour la respiration cellulaire.
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2.5.3. Absorption du cuivre

Bien que Cu soit majoritairement présent sous forme complexée par des exsudats
racinaires ou des ligands organiques du sol dans I’environnement racinaire (Graham, 1981), la
forme libre semble étre la seule absorbée par les racines conformément a la théorie de 1’ion
libre (Graham, 1981 ; Kabata-Pendias et Pendias, 1992 ; Adriano, 2001). Cependant, des
travaux suggerent que Cu complexé par des ligands organiques (anions organiques,
phytosidérophores) pourrait étre prélevé directement sans dissociation préalable du complexe

formé avec ces ligands (Puig et al., 2007).
2.5.3.1. Adsorption du cuivre dans ’apoplasme racinaire

L’apoplasme racinaire présente la particularité d’étre chargé négativement, ce qui est
principalement dii a la prédominance des fonctions carboxyliques dans la lamelle moyenne et
le premier manteau cellulaire (Marschner, 1995). Le compartiment apoplasmique présente
une constante d’acidité (pKa) de 3-3,6 et, en conséquence, plus de 80 % des groupements
fonctionnels sont dissociés pour des pH supérieurs a 4-4,5 (Allan et Jarrell, 1989). Cette
propriété confeére a I’apoplasme racinaire la capacité d’adsorber les cations métalliques, soit
sous forme d’interactions électrostatiques (Dufey et al., 2001), soit sous forme d’adsorption

spécifique comme cela peut étre le cas pour Cu (Allan et Jarrell, 1989 ; Sattelmacher, 2001).

2.5.3.1.1. Capacité d’échange cationique racinaire

Indépendamment de la forme d’adsorption, la capacité de rétention des métaux par
I’apoplasme racinaire est caractérisée par le paramétre de « capacité d’échange cationique
racinaire » (CECR). La composition de I’apoplasme et donc la CECR varient suivant 1’espece,
la variété et 1’age du végétal (Marschner, 1995 ; Dufey et al., 2001). Les sites réactifs de
I’apoplasme racinaire présentent une capacité d’adsorption croissante quand le pH du milieu
augmente et/ou lorsque la force ionique diminue, du fait d’'une diminution de I’effet d’écran
dG aux cations majeurs en solution (Bravin, 2008). A 1’échelle du systéme racinaire, Bravin
(2008), a estimé qu’environ 60 % de Cu contenu dans les racines étaient localisés dans

I’apoplasme.

2.5.3.2. Mécanismes d’absorption du cuivre

L’absorption proprement dite des métaux correspond a leur transport au travers de la

membrane plasmique des cellules du cortex racinaire. Il est couramment admis que seule la
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forme libre (M™) d’un métal M est transportée ainsi. Le cuivre est un oligo-élément,
essentiel a la plante, qui peut devenir phytotoxique en cas de trop forte accumulation dans les
tissus (Marschner, 1995 ; Mengel et Kirkby, 2001). La plante doit donc réguler
finement [’absorption de Cu au niveau racinaire pour maintenir son homéostasie

(Sancenon et al., 2004)

Pour autant, les mécanismes d’absorption de Cu restent a I’heure actuelle encore mal
identifiés et ont été essentiellement caractérisés chez Arabidopsis thaliana L. (Sancenon et al.,
2004 ; Puig et al., 2007). L absorption racinaire de Cu semble principalement dépendre de
transporteurs & haute affinité spécifique de Cu' appartenant a la famille CTR (Copper
TRansporter) et en particulier COPT1 (Puig et al., 2007). Il semble essentiellement localisé
au niveau des apex des racines primaires et secondaires, bien que certaines expérimentations
le localisent en quantité équivalente au niveau de la zone d’¢longation et des poils racinaires.
Le cuivre libre étant majoritairement présent sous forme Cu”" dans la solution du sol en
conditions oxydantes (Lindsay, 1979), Cu doit étre réduit sous forme de Cu' avant son
absorption par COPT1. Cette étape de réduction pourrait étre assurée par 1’intermédiaire de
protéines réductases insérées dans la membrane plasmique, FRO 2 et/ou 3 (Ferric Reductase
Oxidase) (Fig.02), également impliquées dans la réduction de Fe*" chez les plantes. (Cohen et

al., 1997 ; Puig et al., 2007).

. Membrane -
Milisu ' plasmique Milieu '
IntraCellulaire ExtraCellulaire
ATP ?
» H'
ADP + Pi
NADPH + H* Cu2+
FRO ?
NADP* Ccu*
Cu*

>
Cu?*« ::Si — Cu?*

Fig. 02 : Mécanismes impliqués dans 1’absorption du cuivre (Cu) au niveau de la membrane
plasmique de la cellule racinaire. (Zheng et al., 2005 ; Puig et al., 2007).
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Le role des réductases de type FRO reste malgré tout a vérifier in vivo dans le cas
de Cu. Zheng et al. (2005) ont observé que ’augmentation de 1’activité réductase induite
par une déficience en Cu était perceptible au niveau de I’ensemble du systéme racinaire
du trefle violet (Trifolium pratense L.), contrairement a 1’augmentation induite par
une déficience en Fe qui était uniquement localisée au niveau des apex racinaires.
Ces résultats ont suggéré que les réductases induites sous déficience en Cu seraient
différentes de celles induites sous déficience en Fe. Cohen et al., (1997) ont observé qu’une
déficience en Cu induisait également un efflux de protons chez le pois (Pisum sativum L.),
comme cela est couramment observé lors d’une déficience en Fe. Zheng et al., (2005) n’ont
en revanche pas observé d’acidification du milieu extracellulaire sous déficience en Cu chez
le trefle violet. D’autre part, Cu pourrait également étre absorbé par les racines sous forme
Cu”" par I’intermédiaire de protéines de transport de la famille ZIP (ZRT, IRT-like Proteins),
ZIP 2 et 4 bien que les données de la littérature soient assez contradictoires sur ce point

(Puig et al., 2007).

2.5.4. Translocation du cuivre

Le cuivre est peu mobile au sein de la plante, ses déplacements dépendant étroitement
de I’état nutritionnel général, et en particulier du métabolisme de ’azote (Lou¢, 1993), le
cuivre est relativement immobile pour les plantes souffrant de carence, tandis que sa mobilité
est maximale dans le cas d’une consommation de luxe (Kabata-Pendias et Pendias, 1992).
Les racines ont en effet une forte capacité a immobiliser le cuivre, au niveau des parois
cellulaires, et les mécanismes de translocation sont encore mal connus. Dans les feuilles, le
cuivre semble principalement lie aux plastocyanines, tandis que dans le xyléme et le phloéme,
ou les concentrations sont de 1’ordre de traces, les concentrations sont liées a celles d’amino-
acides. Sur une culture de mais, Jarausch Wehrheim et a/., (1996) ont montre que le cuivre
¢tait dans un premier temps accumule au niveau des racines, puis, aprés 14 semaines de

culture, I’¢lément était mobilise vers les parties aériennes.

2.5.5. Distribution du cuivre dans la plante

Une fois prélevés, les métaux se redistribuent dans la plante par 1’intermédiaire
de transporteurs plus ou moins spécifiques, de maniére a maintenir 1’homéostasie
et un fonctionnement physiologique adéquat de la plante (Puig et al., 2007). Dans le cas de
Cu, son affinité importante pour 1’apoplasme racinaire se traduit par une accumulation de Cu

préférentielle dans les racines (Marschner, 1995). Le rapport des concentrations totales de Cu

17



Chapitre [ : Revues Bibliographiques

entre les racines et les parties aériennes peut considérablement varier et &tre compris entre 2,5
et 166 en fonction du niveau d’exposition des plantes (Brun et al., 2001). Lorsque seule la
fraction symplasmique de Cu racinaire est considérée, le rapport entre Cu dans les racines et
Cu dans les parties aériennes diminue, bien que le pool racinaire reste 2 a 20 fois supérieures
(Michaud et al., 2008). Cette localisation préférentielle de Cu dans les racines rend le pool
racinaire beaucoup plus sensible que les parties aériennes aux variations de la disponibilité de

Cu dans le sol.

2.6. Carence et phytotoxicité du cuivre

2.6.1. Carence en cuivre

Selon Larcher (2003), la concentration moyenne en Cu dans les plantes et de 4 a 20
mg/kg de matiére séche, mais seulement 5 a 10 mg/kg de matic¢re séche sont requis pour une
croissance normale. Une carence en Cu aura un effet négatif sur le métabolisme carbohydrate
(inhibition de la photosynthése, de la respiration et de la distribution des carbohydrates), le
métabolisme de l'azote (fixation de 1'azote, dégradation et synthése de protéines), I'édification
de la paroi cellulaire (lignification), les transferts intercellulaires de I'eau, la production de
graine (viabilité des pollens) et sur la résistance aux maladies (Bussler, 1981; Schulte et
Kelling, 1999). Selon Katyal et Randhawa (1986), le seuil de carence pour une plante se
situerait aux alentours de 4 mg /kg de maticre séche. De plus, des sols minéraux et organiques
contenant respectivement 6 mg et 30 mg /kg de sol sont considérés comme déficitaires en Cu
(Katyal et Randhawa, 1986). Les carences se traduisent par des nécroses du méristéme apical,

une distorsion et une chlorose des jeunes feuilles (Marschner, 1995).

2.6.2. Phytotoxicité du cuivre

Le cuivre, comme les autres ¢léments essentiels B, Mn, Mo et Zn, est un oligoé¢lément
potentiellement phytotoxique en trop forte concentration. La phytotoxicité de Cu se manifeste
principalement au travers de la rhizotoxicité et parfois de la mise en place d’une déficience
induite en Fe. (Kabata-Pendias et Pendias, 1992 ; Marschner, 1995).Les principaux
symptomes observés chez les plantes suite a une exposition métallique sont une inhibition de
la croissance, une chlorose foliaire, des lésions nécrotiques conduisant a un jaunissement

progressif puis a un repliement ou un desséchement du feuillage (Toppi et Gabbrielli, 1999).

Les mécanismes moléculaires liés a ces symptomes sont encore mal connus mais il

semble que deux voies puissent étre distinguées :
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1. Une toxicité liée aux ions métalliques capables d’interagir directement avec divers

processus physiologiques

2. Une toxicité¢ liée a la production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) pouvant
elles-mémes causer des dommages cellulaires, en particulier au niveau des lipides

membranaires via le processus de lipoperoxydation et par altération du matériel génétique
(Toppi et Gabbrielli, 1999).

Inhibition de la

Nécmse_(lu coléoptile ;::ﬁ;go cr(”;:i"?::] ﬂg,)ll:‘“h‘
Cd, Mn leaf ﬂ S0

Inhibition de
la germination
Cd, Cu, Hg, Ni,

Pb, Zn
primary
root

Modification de
I'architecture
racinaire
Cu. Fe

primary
~root

Inhibition de

I'élongation racinaire

Cd, Cu, Ni, Zn
Fig. 03 : Possibles interactions métalliques lors du développement des plantes (Prasad, 1999).

2.6.3. Impacts de la contamination en Cu

2.6.3.1. Fonctionnement de I’écosystéme

Lorsque le sol est contaminé en Cu, il y a une diminution et un ralentissement des
processus de nitrification (Sauvé et al., 1997) et de minéralisation (Dumestre et al., 1999), qui
se traduit par une moindre décomposition de la litiere (Hutchinson et Symington, 1997). Il
peut donc y avoir une couche de litiére plus importante mais I’inverse est aussi rapporté car la
production de litiere par les plantes est aussi plus faible (Boon et al, 1998). Dans les sols
contaminés, la contamination s’accompagne souvent d’une mauvaise structure physique du
sol (compaction, tassement), d’une faible rétention de 1’eau, d’une pauvreté en nutriments

(Whiteley et Williams, 1993), d’une acidité du sol (Simmons et al., 2008), d’une sécheresse et
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d’une forte érosion (Wong 2003). En sol contaminé en Cu les déshydrogénases et les catalases
qui sont impliquées dans la respiration du sol sont inhibées (Ratnikov et al., 2005).La faune
du sol est affectée par la contamination du sol car de nombreux individus comme les lombrics
ingerent des particules du sol ou sont en contact dermal avec lui. Ils accumulent du Cu et
ensuite sont consommés par des prédateurs qui vont accumuler du Cu a leur tour contaminant

la chaine alimentaire (Maenpaa et al., 2002).

2.6.3.2. Communautés végétales

La contamination du sol en Cu entraine des diminutions de la richesse spécifique, du
couvert végétal (Hutchinson et Symington, 1997) et de la diversit¢ (Poschenrieder et al.,
2001). La végétation se présente sous forme de patches et le couvert végétal peut représenter
moins de 3% de la surface du sol (Shu et al., 2005). La structure des communautés est
modifiée. Les premiéres plantes a coloniser le sol contaminé vont étre les mousses et les
herbacées, en particulier les Poacées, car elles sont tolérantes a des conditions
environnementales contraignantes (Hutchinson et Symington, 1997). La proportion
d’herbacées augmente tandis que celle des plantes ligneuses diminue (Banasova et al., 2000).
Les familles dominantes sont souvent les Poacées, les Brassicacées et les Fabacées avec une
forte capacité d’adaptation pour les Poacées et les Brassicacées et la fixation de 1’azote pour

les Iégumineuses (Wang et al., 2004).

2.6.3.4. Effet du cuivre sur la plante
a - La germination

Dans des sols contaminés en Cu, la germination est plus lente (Kumpiene et al. 2006).
Le Cu agit sur 2 stades, la germination des graines et I’installation des plantules (Cox et

Hutchinson, 1980).

Le développement initial des semis serait plus faible pour une zone contaminée,
cependant il n’y aurait pas d’effet du Cu sur le nombre de graines germées (Salemaa et Uotila,
2001) car lors de la germination les graines utilisent leurs propres réserves plutdt que celles du
sol (Mahmood et al, 2005). Par contre, chez des especes sensibles comme le riz, le
pourcentage de germination est affecté négativement et il n’y a plus que 20% de germination

pour une contamination de 2 mM Cu (Ashan et al., 2007).
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Lors d’une exposition des graines au Cu, des diminutions du contenu en huile, de la
concentration en protéines, en méthionine, en carbohydrates, en lipides et une augmentation

des phénols se produisent (Malan et Farrant 1998, Khurana et al., 2006).

Le Cu inhibe le transport des nutriments a partir des cotylédons. Il y a moins d’acides
aminés dans les cotylédons a cause d’une inhibition de la protéolyse, réduction du transport
des sucres et des carbohydrates vers les cellules en croissance, et inhibition des amylases et
phosphatases (Mihoub et al., 2005). La reproduction des plantes adultes est modifiée, le
nombre et le poids des graines produites sont plus faibles (Brun et al, 2003) et la

reproduction végétative est favorisée (Vidic et al., 2006).

b - La partie aérienne

Une contamination en Cu du sol entraine une exposition des racines via la solution du
sol et I'imprégnation en Cu du végétal induit une diminution de la biomasse aérienne des
plantes d’autant plus importante que la contamination est élevée (Cook et al., 1997 ; Vinit-
Dunand et al., 2002). Ces diminutions seraient dues a des faibles niveaux de Ca dans les
feuilles car le Ca affecte la division et I’¢longation cellulaire (Cook et al, 1997). 1l y
apparition de symptomes tels que les chloroses, les nécroses sur limbe supérieur des feuilles et
I’épinastie (Cuypers 2000 ; Demirevska-Kepova et al., 2004). Les chloroses seraient dues a
des modifications de [’homéostasie d’¢éléments essentiels comme le Fe (Chatterjee et

Chatterjee 2000 ; Michaud et al., 2007).

Les feuilles jaunissent et des spots marron apparaissent sur le limbe, ¢’est une réponse
« dose — dépendante » (Franchin et al., 2007). Des symptomes similaires sont retrouvés chez
I’orge (Guo et al., 2007). En stress, la transpiration de la plante augmente et le contenu en eau
est plus faible (Demirevska-Kepova et al., 2004, Ashan et al., 2007). Les feuilles sont petites,
crispées et ont une teinte vert foncé, c’est le « bronzing » (Bessoule et Mench, 2002) et elles
ferment leurs stomates pour limiter les pertes en eau et les chloroplastes sont altérés ou

dégradés (Chatterjee et Chatterjee, 2000).

¢ - la partie racinaire

En excés de cuivre, la longueur des racines diminue ; il y a apparition de nécroses
(Inaba et Takenaka, 2005), de malformations (Cook et al., 1997), modification du sens de
croissance des racines qui poussent pour s’¢loigner de la contamination (Archambault et

Winterhalder, 1995) et modification de 1’architecture du systéme racinaire (Fuentes et al.,
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2007) Les racines sont rabougries, épaisses et deviennent marrons pour une concentration
supérieure a 1uM dans la solution nutritive (Michaud et al., 2008). La cuticule des racines est
plus épaisse, plus cassante et marron, en particulier au niveau des méristémes, il y a moins de

poils absorbants et le systéme racinaire est déformé (Sheldon et Menzies, 2005).

La diminution de la croissance des racines a pour conséquence celle de la surface de
prélevement de la plante et donc une diminution du prélévement en eau et nutriments (Brun et
al., 2003). L’inhibition de la croissance racinaire peut s’expliquer par les processus de
lignification. Quand le Cu est en exces dans les cellules des racines la concentration en H,O,
et les quantités de peroxydases impliquées dans la synthese de la lignine augmentent (Lin ef
al., 2005). L’augmentation de la lignine peut engendrer une diminution de I’accessibilité¢ du
Cu aux cellules (Cuypers, 2000). La lignine peut aussi se lier avec les polysaccharides des
parois cellulaires, ce qui va les rigidifier et géner la croissance des cellules (Dos Santos et al.

2004).

d - Physiologie et biologie cellulaire

d-1 La photosynthése et autres fonctions végétales

Le Cu serait responsable d’une inhibition de la photosynthese par la péroxydation des
lipides des membranes des thylakoides, le blocage de I’activit¢ de la ribulose, 1-5,
biphosphate carboxylase—oxygénase (Cook et al., 1997 ; Vinit-Dunand et al., 2002), de la
synthése de la chlorophylle (Chl), et en interférant au niveau des photosystémes
(Cuypers, 2000). Ceci résulte en une plus forte sensibilité a la photoinhibition (Patsikka et al.
2002). I1 y a diminution des contenus en Chl totale, a et b (Chatterjee et Chatterjee, 2000 ;
Demirevska- Kepova et al,, 2004). La diminution des contenus en Chl dans les feuilles se
traduit par ’apparition de taches brunes (Shainberg et al., 2001) et elle peut s’accompagner
d’une diminution des contenus en caroténoides (Lou et al, 2004). Cependant des
augmentations de Chl dans les feuilles sont aussi observées (Cook et al., 1997) et seraient
dues a une concentration des métabolites cellulaires suite a I’inhibition de 1’expansion

cellulaire par le Cu, c’est I’effet « bronzing » (Bessoule et Mench 2002).

Le Cu libre en excés dans la cellule peut inactiver les enzymes en se liant avec leurs
groupements sulfthydriles —SH (Uribe et Starck, 1982). Le Cu inhibe d’autres mécanismes

comme la respiration cellulaire et la chaine de transport des électrons, le cycle de Calvin, et
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I’assimilation azotée par diminution de D’activité du glutamate et du glutamate synthase

impliquée dans ’assimilation de NH*" (Demirevska-Kepova et al., 2004).

e - Production d’espéces réactives dérivées de I’oxygéne (ERO)

L’exposition a certaines pollutions environnementales provoque chez les organismes
photosynthétiques une surproduction d’espéces réactives dérivées de 1’oxygeéne (ERO), a
I’origine d’un stress oxydatif pouvant entrainer leur mort. Bien que certains métaux lourds
soient essentiels au développement des plantes (cuivre, nickel, zinc), leur présence peut
devenir toxique lorsqu’ils atteignent des concentrations trop importantes. Or, de nombreux
travaux de recherche ont révélé une production élevée d’ERO chez les plantes exposées aux
métaux lourds, tels que le zinc et le cadmium (Chao et al., 2008), le fer (Caro and Puntarulo,

1996), I'uranium (Vanhoudt et a/., 2008)

Lorsque la quantit¢ d’ERO générée dépasse les capacités antioxydantes de
I’organisme, la toxicité des ERO s’exprime par de nombreux aspects, et en particulier par la
perturbation de nombreux processus physiologiques comme la photosynthése (Sies, 1997;
Smirnoff, 1998; Dat et al., 2000; Inze and Montagu, 2001; Arora et al., 2002; Langebartels et
al., 2002). Cette toxicité s’explique par la réactivité des ERO, en particulier celle de I’.OH,

envers les macromolécules biologiques.

f - Altérations de la structure des protéines

Les protéines sont particulicrement sensibles a [’action des ERO. Plusieurs
mécanismes directs ou indirects de modifications sont connus (Stadtman et Levine, 2000;
Favier, 2003). 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’hydrogeéne, 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, I’histidine, 1’arginine, la lysine ou encore la proline sont des cibles privilégiées
de ce processus d’altération oxydative (Stadtman et Levine, 2000; Wong et al., 2008). De

nombreux autres acides aminés sont ¢galement susceptibles d’étre oxydés par les ERO.
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2.7. Les mécanismes de tolérance chez les végétaux

Les plantes disposent de nombreux mécanismes connus et possibles de tolérance aux
métaux, cependant les mécanismes impliqués en fonction du métal sont différents. Dans le cas
du Cu les mécanismes sont variables d’une espéce a ’autre et le role des les phytochélatines

(PC), les métallothionéines (MT) dans la tolérance est encore mal défini.
Plusieurs stratégies sont possibles :

- une diminution du prélévement des contaminants ou de I’entrée dans les cellules,
- une accumulation dans les racines, ce sont les « exclues », ou dans les parties aériennes, ce

sont les accumulatrices (Baker et al., 2000, Lou ef al., 2004).

2.7.1. La chélation de Cuivre

Parmi les processus de tolérance envers Cu, la chélation de Cu dans le milieu externe
via I’exsudation racinaire de ligands organiques susceptibles de complexer les ions Cu®
permet de diminuer sa biodisponibilité, sous réserve que les complexes formés ne puissent
étre réabsorbés par la racine. D’ailleurs, la sécrétion des ligands organiques a été observée en
réponse a de fortes teneurs externes en Cu et Al chez diverses especes, dont le blé, ce qui
diminuerait leur biodisponibilité¢ (Rengel, 1996 ; Murphy et al., 1999 ; Ma et al., 2001 ; Nian
et al., 2002 ; Qin et al., 2007). Pour limiter les entrées dans la cellule, les plantes peuvent
fixer le Cu au niveau de la paroi cellulaire, comme par exemple dans les racines d’Elsholtzia

haichowensis ou le Cu est 1i¢ aux pectines et glycoprotéines de la paroi (Qian et al., 2005).

2.7.2. La séquestration de cuivre

Par ailleurs, la séquestration de Cu dans les vacuoles et/ou sa chélation avec des
ligands dans le cytoplasme (métallothionéines, phytochélatines, acides organiques et aminés)
sont d’autres mécanismes de tolérance qui détoxifient en tamponnant les concentrations de Cu
cytosoliques (Marschner, 1995; Clemens, 2001; Yruela, 2005), par exemple chez Datura
stramonium (Boojar & Goodarzi 2007), chez Elsholtzia splendens (Ni et al., 2005) ou chez

Armeria maritima (Neumann et al., 1995).

L’exclusion de Cu des parties aériennes par accumulation dans les racines,
principalement par adsorption sur les parois cellulaires, est ¢galement un autre mécanisme de
tolérance a la toxicité de Cu. Néanmoins, une telle accumulation racinaire de Cu, via

I’immobilisation dans I’apoplasme, peut entrainer une rhizotoxicité. (Marschner, 1995)
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3. Le modéle biologique Vicia faba L.
3.1.La plante

3.1.1.Classification

Décrite par Linné en 1753, la féve Vicia faba L. (broad bean en anglais) est une plante
dicotylédone herbacée originaire d’Asie ou du Moyen-Orient. Sa culture est trés ancienne et
pratiquée dans le monde entier.

Sa classification systématique est la suivante :

e Régne Plantae

e Sous-régne Tracheobionta

e Division Magnoliophyta

e Classe Magnoliopsida

e Sous-classe Rosidae

e Ordre des Fabales

e Famille des Fabaceae

e QGenre Vicia

e Espece faba
I1 en existe 2 sous-especes, paucijuga et eu-faba. Dans la sous-espéce eu-faba qui nous

intéresse, on dénombre 3 variétés différentes (Gallais et Bannerot, 1992) :

» Vicia faba major, la féve maraichére a grosses graines destinées a la consommation
humaine;

» Vicia faba minor, la petite féve ou féverole utilisée pour 1’alimentation du bétail ;

» Vicia faba equina, la féve a cheval a grains moyens aussi appelée féverole ou févette

dans certaines régions. Comme son nom l’indique elle est également destinée a

I’alimentation du bétail.

3.1.2. Aspect et particularités
La Fig. 04 représente ’aspect des feuilles, fleurs et fruits de Vicia faba L. 1l s’agit
d’une plante robuste, grimpante, qui peut atteindre plus d’un métre. Ses feuilles, composées
de 2 a 7 folioles, sont alternes sur la tige de section carrée. Ses fleurs, disposées en racéeme
(grappe), sont blanches avec un point noir sur les ailes, zygomorphes (a symétrie axiale) et
hermaphrodites, a pollinisation entomophile. Sa floraison dépend de la photopériode et de la
température (Evans, 1959). Ses fruits sont des gousses, caractéristiques de la famille des

Fabacées.
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Comme chez tous les représentants de cette famille, connus sous le nom de
légumineuses, les racines de la plante possédent des nodules a I’intérieur desquelles des
cellules géantes servent d’abri a une bactérie symbiotique, appartenant a 1’espéce Rhizobium
leguminosarum. Cette bactérie est capable de capter le diazote atmosphérique et de le fixer

dans le sol sous forme d’ions utilisables par les plantes (Foltete, 2010).

y ,.
Fig. 04: Les différentes parties de la féve Vicia faba L. (Thomé, 1885).

3.1.3. Culture

La féve est localisée dans 1'étage bioclimatique de 250 mm de pluie, tolére bien le
froid (Herzog, 1984) et les hautes températures; la somme de températures nécessaires pour
accomplir son cycle végétatif 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 et 7,5, 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).

Il s’agit d’une plante annuelle. Elle peut se semer sous des climats trés cléments a
I’entrée de I’hiver, en octobre ou novembre pour donner des fruits dés la mi-avril, dés février
dans le sud de la France, mais sous des climats moins favorables il faudra attendre le mois de

mars pour les semis et le mois de juin pour la récolte (Foltete, 2010).
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3.1.4. Cariotype et cycle cellulaire

Le caryotype de Vicia faba L. est trés simple. Toutes les Génotypes de la plante sont
diploides, et possedent six paires de grands chromosomes, dont cinq paires de chromosomes
acrocentriques et une paire de chromosomes métacentriques mesurant 15 um de long, soit
environ le double de la longueur des premiers (Duc ,1997).

Le noyau de ses cellules renferme 26,7 pg d’ADN dont beaucoup d’hétérochromatine
(Bennett, 1976), ce qui est trés élevé par rapport a beaucoup d’autres plantes. En
comparaison, le pois Pisum sativum n’en possede que 9,8 pg (Grant et Owens, 2001). Le

cycle cellulaire normal de la plante. Il dure environ 19,3h au total (Evans et Scott, 1963).

3.2. Intérét en écotoxicologie

Robuste, facile a se procurer et a faire germer, la féve permet, par la rapidité de sa
germination et de sa croissance, de disposer treés facilement de jeunes pousses dont les racines
secondaires seront déja utilisables pour les tests au bout d’une dizaine de jours seulement. De
plus, cette plante, utilisée aussi en agriculture, peut pousser sur des sols de différentes natures,
d’ou son intérét dans les expériences de terrain (Foltete, 2010).

La féve est tres sensible a la pollution du sol, ce qui en fait un modele végétal tres
utilisé en écotoxicologie dans un grand nombre d’études. La simplicité de son caryotype
I’a faite élire pour un grand nombre d’études de mutagénese par le test des aberrations
chromosomiques (De Marco et al., 1995; Kanaya et al., 1994; Sang et Li, 2004). De plus, la
grande quantité d’ADN contenue dans son noyau (Bennett, 1976), la rend trés sensible aux
molécules génotoxiques (Ferrara et al., 2004). Ainsi, elle est I'un des modeles les plus utilisés
dans le test des micronoyaux, pratiqué sur les cellules-filles de ses méristémes racinaires
(Cotelle, 1999 ; Degrassi et Rizzoni, 1982 ; Duan et al., 1999; Marcato-Romain et al., 2009).
Un autre test de génotoxicité, le test des cometes, est également pratiqué sur différents tissus
de la plante (Cotelle, 1999; Koppen et Verschaeve 1996; Lin et al., 2007). Vicia faba L. est en
outre aussi employée pour étudier les réponses des marqueurs du stress oxydant (Radetski et
al., 2004) et d’autres défenses antitoxiques de la plante comme les phytochélatines (Béraud

2007).
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1. Introduction

Les différents essais menés pour la réalisation du travail présenté consistent en
I’estimation des effets procurés par le cuivre sur le comportement de la féve, a différentes
stades de développement. Pour une meilleur valorisation de ces effets, I’introduction d’une
variabilité génotypique s’impose, en effet deux génotype d’origine et de comportement

controverse sont conduits.

L’¢tude comporte deux principaux essais, un premier essai mené au laboratoire a
permis d’estimer l’effet du cuivre sur le processus de germination, essentiellement sa
procédure biochimique. L’évaluation de I’activit¢ des a-amylases impliqués dans la
remobilisation des réserves glucidiques, sous le stress a été étudiée.

Un second essai mené en conditions contr6lés sous serre, englobe 1’évaluation des différentes
réactions de la variabilité testée a I’égard de la contamination par le cuivre. Ces réactions
s’identifient par des modifications comportementales dans 1’¢laboration des différents
caracteres, morphologiques, physiologiques et anatomiques extériorisés le long de cycle de

développement de la plante.

2. Matériels végétal utilisé

Le matériel végétal utilisé se compose de deux génotypes de la feve (Vicia faba L)
d’origine et de comportement, différents. Une variété locale, sidi Aich, fournit par ’'ITGC de

Sidi Bel Abbes, et un autre génotype d’origine Espagnole, super Aguadulce.

3. Essai 1 : Effet du cuivre sur le processus de la germination des graines

Au cours de cet essai, les effets du stress avec le cuivre sur I’activité des a-amylases
impliquées dans la dégradation de I’amidon, la faculté germinative ainsi que le taux de

croissance de la radicule sont estimés.

3.1. Conduite de I’essai

a-Taux d’imbibition

Cet essai est basé sur 1’évolution de la teneur d’imbibition des graines mises en

germination en fonction des différents milieux.

Les graines sont désinfectées a l'eau javellisée (4%) pendant 5 min, puis rincées

abondamment a I’eau distillée. Les graines sont disposées dans des boites de pétri de 9cm de
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diametre, contenant deux couches de papier filtre et réparties selon trois traitements, différents
par la composition du milieu de germination. Dans un premier traitement, le milieu est
constitué d’eau distillée. Pour les deux autres, ce milieu est substitué par une solution de
cuivre (CuS0O4.5H,0) a deux concentrations, 100 et 200 ppm. La température de germination

est fixée a 25°C.

Afin de suivre I’imbibition, les graines issus des différents traitements sont essuyées

délicatement et pesées chaque 6 heures et ce le long des 48 heures de mise en germination.

b- extraction et dosage des activités des o-amylases

Au cours de la germination de la graine, l'activité des amylases est indispensable pour
la remobilisation des ressources glucidiques, mises en réserve sous forme d'amidon. Les
amylases catalysent I'hydrolyse de 1'amidon suivant une activité progressive et libérent des

molécules de courtes chaines osidiques pour aboutir au maltose et peu de glucose.

b-1 Extraction du complexe enzymatique

L'extraction du complexe enzymatique est produite aprés 48 heures de mise en

germination des graines.

Le substrat de l'extraction est constitu¢ de 0,5 g de graines issus des différents milieux
de germination. L’ensemble est broyé dans 10 ml de solution tampon acétate a pH 4.8 et filtré.
Le filtrat est recueilli dans un tube d’Eppendorf de 1.5 ml, puis centrifugé pendant 10mn a

une vitesse de 8000 tours/mn a une température de 15°C.

b-2 Dosage de I’activité des alphas amylases

Dans chaque tube de I’extrait enzymatique (1ml), on ajoute 0.25ml de solution
d’amidon a 1% (dilution dans la solution tampon acétate pH 4.8), passer au vortex et laisser
incuber au bain-marie a 30°C pendant 25mn. Ajouter 0.5ml du réactif contenant 14 ml de
NaOH (2N), 0,2g d’acide dinitrosalicylique (DNS) + 6g de tartrate (K/Na), 20ml d’eau
distillée, ’acide dinitrosalicylique permettant I’arrét de 1’hydrolyse et le dosage simultané du
maltose formé. Mettre I’ensemble dans un bain-marie bouillant pendant 10mn, refroidir et

doser au spectrophotométre a A=530nm.
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c- La longueur de la radicule

Au bout des 96 heures de mise en germination des grains, et a I’apparition de la
radicule, une cinétique de sa croissance est établie. Ainsi la longueur de la radicule est mesuré

chaque 24 heures et se pendant 05 jour.

4. Essai 2: Effet de cuivre sur les paramétres morphologiques, physiologiques et
anatomiques

4.1. Conduite de I’essai

L’expérimentation est conduite dans une serre semi-automatique au niveau de la
faculté des Sciences de la nature et de la vie de I"universit¢é IBN KHALDOUN de Tiaret, les
températures, nocturne et diurne sont maintenues respectivement aux alentours de 12 et 25°C

et I’humidité relative a 70%.

Les graines de Vicia faba, des deux génotypes sont stérilisées dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 4%, rincées a 1’eau distillée et mises en germination. Apres
germination, les graines sont repiquées dans des cylindres en PVC (90cm de longueur, 11cm
de diametre) et remplis d’un substrat reconstitu¢ de sable, sol et terreau a des proportions

8 :1 :3 d’une faible capacité de rétention, 24,54%.

Le sable est tamisé puis lavé a I’eau de robinet ensuite séché a 1’air libre. Le sol a été
prélevé a une profondeur de 30cm afin d’éviter toute contamination possible
en cuivre d’origine atmosphérique, séché a 1’air libre, tamisé (pour ¢€liminé la fraction
supérieure a 2 mm) et homogénéisé. Un échantillon est analysé pour déterminer les propriétés
du sol (Tab.01). Les cylindres sont répartis selon trois lots. Un premier lot sert de témoin (DO)
et deux autres subissent un stress métallique, a deux intensités, 100ppm (D1) et 200ppm (D2).
Chaque traitement se compose de 20 cylindres, représentant dix répétitions pour chacun des
deux génotypes (Fig.08). L’ensemble des cylindres sont maintenus a capacité au champ par
apport quotidien d’une quantité d’eau estimée par pesée des cylindres, afin de les ramener a la
capacité¢ de rétention maximale. L’eau d’irrigation est substitué chaque trois jours par une

solution nutritive commerciale de type ACTIVEG.
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Tableau n°1 : Propriétés du substrat

Granulométrie (Pipette De Robinson)

- J<2um 5.26
- 2um< J<20um 7.89
- 20pm < & < 50um 44.18
- 50um < &< 200pm 17.52
- 200um < J< 2mm 25.15
pH (AFNOR X31-103 Sol/Eau : 2/5) 7.67
Conductivité Electrique (Ms/Cm) (Iso : 11265 Sol/Eau : 1/10) 0.416
Matiéere Organique (%) (Méthode De Walkley) 0.13
Azote Total (%) (Kjeldahl Iso : 11261) 0.18
Phosphore Assimilable (ppm) Joret Hébert AFNOR : X31-161 N.D
Calcaire Total (%) Calcimeétre De Bernard Iso : 10693 4.41
Calcaire Actif (%) 0.75
Cec En Meq/100g De Sol 10
U.S.D.A Texture : Silt Loam (limon silteux)

4.1.1. Application du stress métallique

Les solutions du sulfate de cuivre Cu SO4, 5H,0 sont préparées et appliquées en deux
périodes durant I’expérimentation, 25 et 80 jours aprés le semis. Pendant chaque application
deux doses du Cu SO4, 5H20 sont retenus, 100 et 200 mg/kg du sol. Ces doses équivalent
respectivement a 500 mg et 1g de Cu SO4, SH,0, appliquées dans chaque cylindre suivant le
traitement concerné. L’ensemble des mesures sont effectuées durant ces deux périodes,

équivalentes a 80 et 90 jours apres le semis.
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Fig. 05: Dispositif expérimental

32



Chapitre II : Matériels et méthodes

4.2. Les paramétres mesurés

4.2.1. La teneur relative en eau

La teneur relative en eau a été estimée 30 jours apres 1’application du premier stress et
10 jours apres I’application du deuxi¢me stress. Le limbe des feuilles est excisé a sa base et
immédiatement pesé¢ (Pi). La partie sectionnée est trompée dans 1’eau distillés et placé a
I’obscurité, a une température de 4°C pendant 12 heures. Les feuilles sont & nouveau repesés
ce qui donne le poids en plein turgescence (Ppt), enfin la matiére séche est obtenue apres
I’étuvage a 70°C pendant 48 heures. La teneur relative en eau est déterminée par la relation

suivante :

RWC = =P8+ 100
Ppt-Ps

4.2.2. Dosage des pigments chlorophylliens

Les pigments sont extraits des feuilles apres incubation dans 1’acétone 80% durant
24H a 4°C dans une chambre noire afin d’éviter 1’excitation des chlorophylles. Les
concentrations des chlorophylles et les caroténoides sont déterminées par spectrométrie selon

la procédure citée par Lichtenthaler (1987).

Les équations suivantes sont utilisées pour calculer les concentrations des chlorophylles et les

caroténoides dans les feuilles (en mg/g) (Wang et al., 2010):
e Chlra=12,25 x A663 — 2,79 x A645
e Chlr.b=21,50 x A645—5,10 x A663
e Chlr.atb =7,50 x A663 + 18,71 x A645
e CRTN=(1000 x A470 — 1,82 x Chlr.A — 85,02 x Chlr.B)/198.

4.2.3. Dosage du proline

La méthode suivie est celle de Troll et Lindsley (1955), simplifiée et mise au point par
Dreir et Goring (1974). Elle consiste a prendre 100 mg de matériel végétal (1/3 médian du
limbe) puis ajouter 2ml de méthanol a 95 % le tout est chauffé a 95°C dans un bain marie

pendant 10 mn. Apres refroidissement on préléve 1 ml d’extrait auquel il faut ajouter :
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1 ml d’eau distillée et 1 ml de mélange contenant (40 ml d’eau distillée, 60 ml

d’acide acétique CH3;COOH, 500 mg de ninhydrine CgHgO4)

Le mélange est chauffé a 95 °C dans un bain marie durant 25a 30 mn, la solution vire
au rouge, apres refroidissement pendant 5 mn, 3 ml de toluéne sont rajoutés a la solution qui

est agitée par le vortex, puis laisser le tout a 1’obscurité pendant 30 mn

Deux phases se séparent (une phase supérieure, et une phase inférieure). Aprés avoir
¢liminé la phase inférieure, on détermine la densité optique a (528 nm). Les valeurs obtenues

sont converties en teneur de proline (mg/g MF) a partir de courbe d’étalonnage.

4.2.4. Dosage des sucres solubles

Les sucres simples (glucose, fructose, et saccharose) sont extraits par un solvant
capable de les solubiliser et de bloquer les activités enzymatiques susceptibles de les

dégrader. Ils sont dosés par la méthode de Shields et Burnett (1960).

Le principe de la réaction est basé sur la condensation des produits de dégradation des
oses neutres par 1’acide sulfurique, ce dernier, trés concentré transforme a chaud les oses en
dérivés du furfural qui donnent une coloration bleu vert avec 1’anthrone, dosé par colorimétrie

a 585 nm.

Le matériel végétal prélevé, 100 mg, sur le tiers médian de la feuille est laissé 24 h
dans 5,25 ml d’éthanol a 80%. Un volume de 2 ml est prélevé de cet extrait préalablement
dilué 10 fois avec de 1’éthanol 80% et additionné de 4 ml de réactif composé de 2 g
d’anthrone pur additionné a 1 litre d’acide sulfurique pur sont ajoutés ; le réactif est préparé 4
heures a 1’avance. Les tubes sont maintenus dans la glace fondante. Aprés agitation les tubes
sont placés dans un bain - marie a 92°C pendant 8 mn, ensuite le tout est refroidi pendant 30
mn a ’obscurité. L’absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d’onde de 585

nm et la concentration est exprimée en mg.g” de MF.

4.2.5. Taux de protéines totales des graines

La détermination de protéines brutes est réalisée aprés détermination de 1'azote total

par la méthode Kjeldhal (1883) selon la formule suivante :

Protéines brutes (%) =N % x 6,25.
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Dans le procédé Kjeldhal la matiére organique de 1’échantillon est minéralisée
(attaquée) par 1’acide sulfurique concentré, a chaud (oxydation de H2SO4). Le carbone et
I’hydrogéne se dégagent a I’état de vapeur (CO, et H,O). L’azote transformé en ammoniac est
fixé par I’acide sulfurique a 1’état de sulfate d’ammonium (phase de digestion). L’ion NH4+
est ensuit déplacé par I’hydroxyde de sodium (NaOH) et entrainé a la vapeur d’eau puis fixé

par I’acide borique a I’état de borate, lui-méme dosé par H2SO4 (Mathieu et al., 2003).
Cette méthode comporte les étapes suivantes :

- Minéralisation.
- Distillation.

- Filtration.

4.2.6. Le potentiel osmotique

Ce parametre est mesuré grace a un micro-osmometre (VAPRO) (Fig.6) dont le
principe est la détermination du point d’évaporation des solutions aqueuses. Un volume de

10ul de jus extrait des feuilles a servi a ces mesures.

Fig. 6 : micro-osmomeétre (VAPRO)
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4.3. Parametres morphologiques

L’ensemble des parameétres morphologiques sont estimés durant les deux périodes de

I’application du stress, 80 et 90 jours aprés la mise en culture.

4.3.1. Paramétres morphologiques aériens

Les mesures ont porté sur le nombre d’étages foliaires et la longueur de la tige,
¢laborés avant et apreés I’application des deux intensités du stress. La surface foliaire
déterminée sur leur scan et traitement par image J est évaluée aprés 80 jours de 1’application
de stress, en fin le nombre de gousses par plante issues des différents traitements est

déterminé.
4.3.2. Paramétres morphologiques sous terraine

Les cylindres sont vidés de leur contenu, le systéme racinaire est récupéré et
soigneusement lavé. La longueur (cm) de 1’axe racinaire, le volume racinaire (cm3) obtenus
par immersion dans une éprouvette gradug, ainsi que la maticre séche (80°C, 48 heures), sont

déterminés.

La biomasse seche des parties aériennes et racinaires est déterminée apres le passage a

I’étuve pendant 48 heures a 80°C a la fin de I’expérimentation.

4.4. Les parametres anatomiques

L’¢étude anatomique est réalisée sur les échantillons de la tige. Une partie des entre-
neeuds (1em) est prélevée et fixée dans un fixateur composé d’éthanol et d’acide acétique a
des proportions respectivement 17:3, durant 24 heures. Les échantillons sont ensuite lavés
avec de I’eau pendant un temps égal a la duré de fixation, et enfin déshydraté par passage
dans des concentrations croissantes d’éthanol (50%, 70%). Les échantillons sont conservés

dans 1’éthanol a 70%.

Des coupes a main levé sont pratiquées sous un stéréomicroscope. Les coupes sont
récupérées et colorés par un double colorant (carmin aluné et vert d’iode) et observé par un

microscope vidéo doté d’un micrometre.

Les mesures ont porté sur le nombre de faisceaux cribro-vasculaires, la distance entre
les faisceaux (um), le diameétre des vaisseaux ligneux et 1’épaisseur de la paroi externe des

cellules épidermiques (um) (Fig.07).
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Fig. 07: Coupe anatomique sur la tige de la féve avec les paramétres anatomiques étudiés.
(A : distance entre les faisceaux cribro-vasculaires, B : diametre du méta-xyleme, C:
épaisseur de la paroi externe des cellules épidermiques), en haut une coupe réalisée avec le
grossissement Gx4, en bas une coupe réalisée avec grossissement Gx10.

5. Analyse statistique

L’ensemble des donnés obtenus sont étudié par stat box version 6.40, une analyse de

variance et comparaison de moyenne, sont établis.
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Fig. 08 : Conduite de I’expérimentation et application du stress métallique.
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1. Effet du cuivre sur le processus de la germination des graines
1.1. Test d’imbibition

Les résultats obtenus de I’estimation du taux d’imbibition, montrent qu’une
divergence comportementale trés prononcée a travers les deux génotypes testés. Le milieu de
germination provoque un effet marquant sur ce processus d’imbibition des graines (Fig.09).
Une stabilisation de prise d’eau par les graines, est constatée au bout de 12 heures de mise en
germination, et ce dans tous les milieux et chez les deux génotypes. Néanmoins, les

comportements des graines a 1’égard du cuivre additionnée au milieu, s’avére différents.

Chez le génotype Sidi Aich, le taux d’imbibition est plus élevé dans le lot témoin, en
comparaison a ceux additionnés de CuSO4.5H,0. La diminution de la prise s’avére relative a
la concentration en cet ¢lément additionné au milieu de germination. Au bout de 48 heures de
mise en germination, 1’abaissement du taux d’imbibition s’évalue a 7,61% et 38,54%
respectivement dans les milieux additionnés de 100 et 200ppm. Cependant, au cours de la
premiére période (24 heures), la réduction du taux d’imbibition ne concerne que les graines du

traitement D2 et évaluée a 41,87%.

Une situation inverse est constatée chez le génotype super Aguadulce. Ainsi
I’amendement du milieu de germination en CuSO4.5H,O semble é&tre favorable a
I’accroissement du taux d’imbibition. Ainsi, les augmentations respectives du taux
d’imbibition des graines s’évaluent au bout de 48 heurs de germination a 37,41% et 56,11%

dans les traitements D1 et D2.
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Fig. 09 : I’évolution de I'imbibition des graines de la féve (Vicia faba) en (g) d’eau en
fonction du temps (h) pour les trois traitements (0, 100 et 200 ppm de Cu). A : génotype sidi
Aich, B : génotype Super Aguadulce.

I.2. L’activité des a-amylases

Les résultats moyens obtenus (Tab.02) montrent que ’activité des o-amylases est
significativement influencée par le milieu de germination et la nature de la variabilité
conduite. Ainsi, 1’application du cuivre a concentrations croissantes dans les milieux de
germination, s’accompagne d’une nette augmentation de cette activité, qui s’annonce plus

marquée chez le génotype Sidi Aich que chez Sup Aguadulce.

Les résultats moyens (Tab.02), montrent que chez le génotype Sidi Aich
I’accroissement de 1’activité des a-amylases progresse d’un taux de 34,34% et 75,19%
respectivement dans les lots D1 et D2 en comparaison avec celle relevée dans le traitement

témoin.

Chez le génotype Sup Aguadulce, on enregistre des valeurs égales chez les graines
issues des traitements, témoin et D1. L’application d’une concentration de 200ppm de
CuSO4. 5H,0 entraine une nette augmentation de cette activité, évaluée a 2,737 mg/g et

représentant un taux d’accroissement de 14.75% par rapport a celle du lot t¢émoin.
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Tableau n°02 : L’activit¢ des a-amylases exprimée en quantité de maltose produite (mg/g) au
niveau des graines des deux génotypes de Vicia faba exposés au cuivre.

Génotype Dose de Cu (ppm) L’activité des a-amylases | Evolution %
0 1,919 /
Sidi Aich 100 2,578 34,34
200 3,362 75,19
0 2,385 /
Sup Aguadulce 100 2,381 -0,16
200 2,737 14,75
o0
w4
g
w35 -
3
£ s
S
S 2,5 -
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;; 2 4 .Vl
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®
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O T T : 1
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Fig. 10 : I’évolution des moyennes de I’activité des a-amylases pour V1 (sidi Aich)

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

1.3. La longueur de la radicule

L’¢étude des résultats obtenus (Tab.03), démontre que 1’¢élaboration de la longueur de la
radicule est faiblement influencée par 1’application du stress métallique (p>0,05). La
variabilité conduite exerce un effet hautement significatif sur les variations d’expression de ce
parameétre (p<0.005). L’interaction des deux facteurs d’étude n’impose aucune variation
notable (p>0.05). Ceci indique que les deux génotypes testés ont manifesté des

comportements identiques en réaction a I’application du cuivre.
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Tableau n°03 : 1. analyse de la variance de la longueur de la radicule

Facteurs Test F Probabilité (p)
Dose de Cu (F1) 3,707 0,05502 ns
Génotype (F2) 13,239 0,00342%**
Interaction (F1*F2) 0,132 0,87717 ns

ns : Non significatif
* : Significatif
** : hautement significatif

Les résultats moyens obtenus (Tab.04) montrent que dans le traitement témoin, la
longueur moyenne de la radicule est de 2.4cm chez le génotype sidi Aich et 1.6cm chez le
génotype super Aguadulce. L application du stress métallique provoque des nettes régressions
des grandeurs de ce parametre. Chez le génotype sidi Aich, des diminutions de 1’ordre de
12,5% et 29,16% sont constatées respectivement dans les traitements conduites a 100 et
200ppm de CuSOg4, SH,0. Alors que chez le génotype super Aguadulce ces réductions sont
de I’ordre de 6,25% et 31,25% respectivement chez les graines des lots D1 et D2.

Tableau n°04 : La longueur de la radicule en cm des deux génotypes de la féve exposés au cuivre.

Génotype Dose de Cu (ppm) Long radicule (Cm) | Evolution %
0 2,4+0,34 /
Sidi Aich * 100 2,1+£045 -12,5
200 1,7+0,43 -29,16
0 1,6 £ 0,43 /
Sup Aguadulce B 100 1,5+ 0,36 -6,25
200 1,1 £0,26 -31,25
e
® 2,5 -
3
T 2-
§ 1,5 - @vl
g Ov2
3 1
0,5 -
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Fig. 11 : I’évolution des moyennes de la longueur des radicules en cm pour V1 (sidi Aich) et
V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).
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» Discussion
La germination est 1’ensemble des événements qui commencent par 1’étape
d’absorption de I’eau par la graine (Bradford, 1995) et se terminent par 1’élongation de 1’axe
embryonnaire et I’émergence de la radicule a travers les structures qui entourent I’embryon

(Bewley, 1997).

Nombreuses sont les contraintes environnementales qui peuvent compromettre
I’aptitude des graines a germer ; salinité, stress hydrique, humidité et température inadéquates.
Cependant, rares sont les travaux qui ont étudi¢ I’impact du stress par les métaux lourds sur la
germination. L’inhibition de ce processus semble dépendre, toutefois, du métal et de sa
concentration, de la durée d’exposition des graines, de 1’espece végétale, voire méme de la

variété et de la graine, notamment la nature de ses téguments.

L’¢tat d’imbibition des graines en germination dépend de la qualité¢ d’eau et de la
quantit¢ d’eau du milieu. Les résultats obtenus démontrent I’impact du cuivre sur le
processus de germination, dépend de sa concentration et du matériel végétal utilisé. Ainsi, les
deux génotypes testés répondent de manicre controverse au stress métallique appliqué. Chez
le génotype Sidi Aich, I’application du cuivre est accompagnée d’une nette inhibition du taux
d’imbibition des graines essenticllement a une concentration de 200ppm. Une situation
contraire est observée chez les graines du génotype Sup Aguadulce, ou I’application du stress
induit un accroissement de prise d’eau. Ces résultats sont comparés par le travail de (Mihoub
et al., 2004) sur I’imbibition des graines de petit pois (Pisum sativum L.) il indique qu’au

cours de la germination, la teneur en eau des graines n’est affectée ni par Cd, ni par Cu.

Les étapes précoces de la croissance de 1’axe embryonnaire dépendraient, d’abord, de
ses propres réserves puis, ensuite, essentiellement de la mobilisation des réserves
cotylédonaires (Basha et Beevers, 1975; Murray, 1979 ; Murray et al., 1979). L’activité des a-
amylases, se trouvent significativement augmentée par 1’application du cuivre, principalement
a forte dose (200ppm), surtout chez le génotype Sidi Aich. L’¢longation radiculaire est
totalement réduite chez les deux génotypes expérimentés et surtout au niveau du traitement

200ppm.

Les problémes de germination peuvent étre dus a des modifications du métabolisme de
la graine. Lors d’une exposition des graines au Cu, des diminutions du contenu en huile, de la
concentration en protéines, en méthionine, en carbohydrates, en lipides et une augmentation

des phénols se produisent (Khurana et al., 2006). Le Cu inhibe le transport des nutriments a
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partir des cotylédons. Il y a moins d’acides aminés dans les cotylédons a cause d’une

inhibition de la protéolyse, réduction du transport des sucres et des carbohydrates vers les

cellules en croissance, et inhibition des amylases et phosphatases (Mihoub et a/., 2005).

2. Deuxiéme Essai : Effet du cuivre sur les paramétres morphologiques, physiologiques

et anatomiques de la feve

2.1. Effet du cuivre sur les paramétres physiologiques

2.1.1. Teneur en eau relative (RWC)

> Application 1

L’examen des résultats obtenus (Tab.05), montre que la variation des teneurs relatives

en eau est faiblement affectée par I'intensité de stress appliqué (p>0.05), ainsi que par la

variabilité génotypique (p>0,05) et par I’interaction des deux facteurs d’étude (p>0,05).

Tableau n°05: probabilité « p » de I’analyse de la variance des paramétres physiologiques des
deux génotypes étudiés.

Application 1 Application 2
Variables Dose de | Génotype | Interaction | Dose de | Génotype | Interaction

Cu (F1) (F2) (F1xF2) Cu (F1) (F2) (F1xF2)
RWC 0.640ns 0.22ns 0.479ns 0.0053** 0.65ns 0.72ns
P. osmotique 0.148ns 0.159ns 0.053ns 0,00965** | 0,00192*** | 0,1179ns
Chlr a 0.0825ns | 0.0023*** | 0.00059*** | 0.0043*** | 0.169 ns 0.762 ns
Chlr b 0.9621ns 0.632 ns 0.320 ns 0.0442+* 0.739 ns 0.508 ns
Chlr a+b 0.004 %3 0.0000 1% | Qs 0.0072%* 0.268 ns 0.692 ns
Caroténoide 0.0480%* 0.0303* 0.382 ns 0.0114* 0.932 ns 0.461 ns
Protéines Qs Ok 0.003 %3 Ok Qo 0.08
Proline 0,299 ns 0,776 ns 0,703 ns 0.0266* 0.176 ns 0.360 ns
Sucres Soluble | 0,158 ns 0,447 ns 0,984 ns 0.0046%** | 0.001*** 0.981 ns
PS PR 0.04325ns | 0.00961** | 0.34222ns Ok 0.49457ns | 0.20029ns
PS PA 0.18967ns | 0.03554* 0.52237ns 0.00001*** | 0.00198*** | 0.01921*
ns  Non significatif

* Significatif
Hautement significatif
Trés hautement significatif

ek
Askok

Les résultats moyens obtenus (Tab.06), montrent une évolution controverse a travers

les deux génotypes €tudiés. Sous le traitement métallique D1, la teneur relative en eau estimée
chez le génotype sidi Aich (78,59 %) est sensiblement identique a celle trouvé au lot témoin
(78,28 %). Au niveau du traitement D2, on signale une diminution légére de 1’ordre de 4,39%.
Chez le génotype Sup Aguadulce, les teneurs relatives en eau sont inferieures a celles

enregistrées par le premier génotype (Fig.12). Ainsi, I’évolution de ce parameétre pour ce
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génotype est apparue positive par rapport au lot témoin, elle est de I’ordre de 4,67% au niveau

du traitement D1 et de 1’ordre de 3% au niveau de D2.

Tableau n°06 : Teneur en eau relative (RWC) dans les feuilles des deux génotypes de la feve
exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) RWC (%) Evolution %
0 78,59 £ 6,21 /
Sidi Aich 100 78,28+7,99 -0,39
200 75,1448,51 -4,39
0 73,13 £7,22 /
Sup Aguadulce 100 76,55+7,28 4,67
200 75,33+7,01 3
£ 100 -
2 90 -
80
70 -
60 -
50 - Hvl
40 - Ov2
30 -+
20 -~
10
0 T T .
0 100 200 Cu (ppm)

Fig. 12: I’évolution des moyennes de la teneur relative en eau (%) pour V1 (sidi Aich)
et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

Application 2

L’¢étude des résultats (Tab.05) montre que le stress du cuivre constitue une source de
variation de la teneur relative en eau (p<0,01). La variabilité génotypique et 1’interaction des
deux facteurs d’étude n’exercent aucun effet sur la variation de ce paramétre (p>0,05). L’effet
non significatif de I’interaction entre les deux facteurs (dose de cuivre*génotype) explique

que la réponse des deux génotypes testés se fait d’'une manicre similaire.

Les résultats moyens (Tab.07) montrent que 1’application du cuivre chez le génotype
Sidi Aich, provoque des évolutions inverses entre les deux concentrations D1 et D2. Ainsi au

niveau du traitement D1, la teneur relative enregistre une légeére augmentation par rapport au
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lot témoin, cette augmentation est estimée a 2,08%, alors qu’au niveau du traitement D2, la

teneur relative en eau exprime une régression évaluée a 15,40%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, la teneur en eau relative diminuée au fur et a mesure
que la contrainte métallique s’installe (Fig.13). Ainsi, au niveau du lot témoin, les plants
maintient une teneur en eau relative estimée a 83,04%. Au niveau des lots D1 et D2, ces
teneurs sont évaluées respectivement a 78,41% et a 66,98%, exprimant des régressions de

I’ordre de 5,57% et 19,34% par rapport au témoin.

Tableau n°07 : Teneur en eau relative (RWC) dans les feuilles des deux génotypes de la féve

exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) RWC (%) Evolution %
04 81,22 + 3,00 /
Sidi Aich 2004 82,91 + 1,56 2,08
400 B 68,71 + 9,84 -15,40
04 83,04+ 591 /
Sup Aguadulce 2004 78,41 + 7,68 -5,57
400 ° 66,98 + 7,91 -19,34
X 100 -
§ 90 -
o= 80 o
70 -
60 -
50 A Hvl
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Fig. 13: I’évolution des moyennes de la teneur relative en eau (%) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

> Discussion

La teneur en eau relative représente un excellent indicateur physiologique, pour
estimer 1 'état d’hydratation des plantes dans les conditions de stress. Les résultats obtenus

montrent que 1’effet de cuivre, se traduit par des évolutions controverses de la RWC entre les
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deux génotypes pendant la premicre période du traitement. Chez le génotype Sidi Aich, la
teneur relative en eau diminue en fonction de la dose appliquée. Par contre le génotype Super
Aguadulce enregistre un accroissement fonctionnel de la dose de cuivre appliquée. Pendant la
deuxiéme période du traitement, ce parametre est totalement diminué et surtout apres le

traitement D2 chez les deux génotypes.

Ces résultats sont conformes a ceux indiqués par Martinez et collaborateurs (2011), ils
signalent une légére diminution de la teneur relative en eau sous l’effet de cuivre chez

Bituminaria bituminosa, et une réduction plus marquée sous 1’effet de zinc.

La diminution de la teneur relative en eau sous le stress imposé par le cuivre, est
attribuée a I’augmentation de la transpiration de la plante (Demirevska-Kepova et al., 2004,
Ashan et al., 2007). Les feuilles sont petites, crispées et ont une teinte vert foncé (Bessoule et

Mench, 2002) et elles ferment leurs stomates pour limiter les pertes en eau (Chatterjee, 2000).

2.1.2. Potentiel osmotiques (P.O)

» Application 1

Le traitement des résultats (Tab.05) indique que le cuivre n’influe que faiblement sur
les variations du potentiel osmotique (p>0,05). Méme observation est a noter pour le facteur
génotypique et I’interaction entre les deux facteurs d’étude (p>0.05). Ceci indique que les
deux génotypes testés ont manifesté des comportements identiques en réaction a 1’application

du cuivre.

Les résultats obtenus (Tab. 08), montrent que chez le génotype sidi Aich, le potentiel
osmotique enregistré pour le lot témoin est de -1645,67 Kp. Au niveau du traitement D1, la
valeur moyenne est évaluée a -1825 Kp, exprimant une régression de 10,89% par rapport au

témoin. Le lot D2 affiche une faible augmentation de 2,02% par rapport au lot témoin.

Chez le génotype Super Aguadulce, la valeur la plus faible du potentiel osmotique est
enregistrée au niveau du traitement témoin (-1801,67 Kp), cette valeur a augmenté chez les
plantes soumises au stresse métallique, ou ce paramétre atteint respectivement -1650 Kp
et -1694,33 Kp pour les traitements D1 et D2, exprimant des accroissements de 1’ordre de

8,41% et 5,95% par rapport au témoin.
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Tableau n°08 : Potentiel osmotiques (Kpas) des feuilles des deux génotypes de la féve

exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) P.O (Kpas) Evolution %
0 -1645,67+ 203,39 /
Sidi Aich 100 -1825+88,70 -10,89
200 -1612,33 £118,09 2,02
0 -1801,67 = 56,87 /
Sup Aguadulce 100 -1650 £ 47,31 8,41
200 -1694,33 + 13,61 5,95
0 100 200
0 . : . Cu (ppm)
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Fig. 14: 1’évolution des moyennes du potentiel osmotique (Kp) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

Les résultats obtenus (Tab.05), montrent que 1’addition du Cu SO4.5H,0 au cours de
la deuxieéme période du traitement a un effet significatif sur la variation du potentiel
osmotique (p<0,01). La nature du génotype testé affect €galement ces variations d’une
maniere significative (p<0,05). L’interaction entre les deux facteurs étudiés n’influe que
faiblement sur la fluctuation de ce parametre (p>0,05). Ce qui indique que les deux génotypes

¢tudiés se sont comportés d’ une maniere identique vis-a-vis de ’application de ce stress.

Les résultats moyens (Tab.09) montrent que 1’application des doses croissantes en Cu,
implique une augmentation du potentiel osmotique (a I’exception du lot D1 pour le premier
génotype).

Chez le génotype Sidi Aich, on constate des faibles variations des niveaux du potentiel

osmotique par rapport au lot témoin. Au niveau du traitement D1, cette variation est de 1’ordre
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de -0,34%. Au niveau du traitement D2, on enregistre une augmentation de 4,64% par rapport

au lot témoin.

Chez le génotype Sup Aguadulce, le potentiel osmotique accroit apres 1’application du
cuivre (Fig.15). Le témoin enregistre une valeur moyenne de -1788.33 Kpas. Dans les lots D1
et D2, les valeurs enregistrées sont évaluées respectivement a -1631 et a -1599,33 Kpas,

exprimant ainsi, des progressions de ’ordre de 8,79% et 10,57% par rapport au lot témoin.

Tableau n°09 : Potentiel osmotiques en Kpas des feuilles des deux génotypes de la féve
exposés au cuivre (Application 2).

-1800 -~
-1850 -
-1900 -
-1950 -

Génotype Dose de Cu (ppm) P.O (Kpas) Evolution %
0" -1817.33 + 18.90 /
Sidi Aich ® 200 A° -1823,66+ 56,43 -0,34
400 ° -1733 +57,03 4,64
0" -1788.33 + 41.04 /
Sup Aguadulce * 200 4* -1631+ 47,38 8,79
400 ® -1599,33 = 113,77 10,57
0 200 400
-1450 : : . Cu(ppm)
w1500 4
<1550 -
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Fig. 15: I’évolution des moyennes du potentiel osmotique (Kp) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

> Discussion

Dans la présente étude, on signale une augmentation du potentiel hydrique dans les
conditions du stress a I’exception du niveau du traitement D1 chez le génotype Sidi Aich.

Suite a la premiére application du cuivre, on constate une légeére diminution du potentiel
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osmotique. Durant la deuxiéme application, la méme tendance d’évolution a été constatée

surtout chez le génotype Sup Aguadulce.

Contrairement a ce qui a été trouvé par Kholodova et a/ (2011), le potentiel osmotique du

Mesembryanthemum crystallinum est diminué en fonction de la dose du cuivre et du zinc.

De nombreuses études ont mis en évidence une perturbation importante du statut
hydrique des plantes traitées aux métaux lourds. Elles ont principalement relevé une
diminution de la transpiration, ainsi qu’une diminution de la teneur en eau (Pourrut, 2008 ;
Brunet et al., 2009). Pour maintenir la turgescence des cellules, la plante synthétise
massivement des osmolytes, et en particulier de la proline (Qureshi et al., 2007 ; Azooz et al.,
2011). En plus, les perturbations du statu hydrique conduisant a la fermeture des stomates
(Brunet et al., 2008) suite a I’implication de la sécrétion de I’acide abscissique induit par la
présence du métal (Parys et al., 1998; Atici et al., 2005). Ceci limite fortement les échanges
gazeux avec 1’atmosphére, et par conséquent les pertes d’eau par transpiration (Parys et al.,

1998; Vassil et al., 1998).

2.1.3. Teneur en proline

» Application 1

L’¢étude des résultats obtenus (Tab.05), montre que les niveaux d’accumulation du
proline dépend faiblement de la variation des concentrations du cuivre (p>0,05). La nature du
génotype testée n’exerce aucun effet significatif sur cette variation (p>0.05). La méme
observation a été signalée pour I’interaction des deux facteurs d’étude (p>0,05). Ceci explique

les comportements similaires des deux génotypes testés, en réaction au stress métallique

appliqué.

Les résultats moyens (Tab.10), montrent que les plantes témoins accumulent une
teneur en proline faible, estimée a 100,12 pg/g pour le génotype sidi Aich et 53,95 pg/g pour
le génotype super Aguadulce. L’application du CuSO4.5H,0 engendre une augmentation de la
teneur en proline par rapport au témoin. Chez le génotype sidi Aich on enregistre des valeurs
trés avoisinantes chez les plantes soumises au traitement métallique a concentration D1 et a
D2 avec des évolutions respectives de ’ordre de 58,94%, 58,32%. Chez le génotype super
Aguadulce on remarque une forte augmentation de ce parameétre (Fig.16). Pour le lot D1, la

valeur moyenne du taux de la proline est évaluée a 208,76pg/g. Au niveau du traitement D2,
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la valeur moyenne enregistrée est de 109,38ug/g. Ces deux valeurs exprimant des

accroissements successives de 1’ordre de 286,95% et 102,74% par rapport au lot témoin.

Tableau n°10 : Teneur en proline en pg/g dans les feuilles des deux génotypes de la féve

exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Proline (ng/g) Evolution %
0 100,12+ 32,95 ™ /
Sidi Aich 100 159,13+ 113,88 ™ 58,94%
200 158,51+ 107,53 ™ 58,32%
0 53,95+25,92 " /
Sup Aguadulce 100 208,76+ 195,15 ™ 286,95%
200 109,38+ 113,11 ™ 102,74%
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Fig. 16 : 1’évolution de la teneur en proline (ng/g) des deux génotypes expérimentés en

fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Application 2

L’analyse des résultats obtenus (Tab.05), montre que la variation des teneurs en
proline est significativement influencée par 1’application du cuivre (p<0,05). La variabilité
génotypique n’exerce aucun effet significatif sur 1’élaboration de cette variation (p>0,05).
L’interaction des deux facteurs d’étude n’impose aucune variation notable sur la fluctuation
de ce parametre (p>0,05). Ceci indique que les deux génotypes testés, ont manifesté¢ des

comportements similaires en présence de stress métallique.
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Les résultats moyens obtenus (Tab.11), indiquent que 1’application du cuivre induit une
augmentation des teneurs en proline chez les deux génotypes. La grandeur de cette
augmentation est d’une ampleur différente a travers les deux génotypes testés.

Chez le génotype sidi Aich, dans les conditions optimales (t€émoin), la teneur en
proline est évaluée a 68,89 ug/g. Au niveau du traitement D1, la teneur moyenne enregistrée
est de 127,04 pg/g exprimant un accroissement de 1’ordre de 84,40% par rapport au témoin.
Le lot D2 enregistre la valeur la plus importante évaluée a 157,65u/g avec une augmentation
de I’ordre de 102,71%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, les valeurs du taux en proline enregistrées sont plus
faibles que celles enregistrées par le premier génotype (Fig.17). La teneur de la proline
accumulée par le témoin est estimée a 60 pg/g. Pour les traitements D1 et D2, les teneurs
enregistrées sont évaluées respectivement a 122,35 pg/g et a 93,46 exprimant ainsi des

évolutions progressives de I’ordre de 103,92% et 55,76%.

Tableau n°11 : Teneur en proline en pg/g dans les feuilles des deux génotypes de la feve

exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Proline (ng/g) | Evolution %
0 68,89+ 25,36 /
Sidi Aich * 200 127,04+51,88 84,40
400 157,65+22,59 102,71
0 60+ 31,49 /
Sup Aguadulce ® 200 122,35+59,48 103,92
400 93,46+23,01 55,76
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Fig. 17 : I’évolution de la teneur en proline (ng/g) des deux génotypes expérimentés en
fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).
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> Discussion

Le dosage de la proline a été réalis¢ afin d’extérioriser I’'un des mécanismes de
tolérance adopté par les plantes face a la contrainte métallique. En effet, la proline est un
acide aminé souvent considéré comme un biomarqueur de stress (Dinakar et al, 2008 ;

Szabados et Savouré, 2009).

Les résultats obtenus n’indiquent aucun effet significatif du cuivre sur la variation de
la teneur en proline pendant la premicre période de stress. Par contre la deuxiéme application
du cuivre influe significativement sur cette variation. D’une manicére générale, les moyens
enregistrés montrent une variation de grandeurs de ce parameétre chez les deux génotypes
testés. Chez le génotype Sidi Aich, I’accumulation du proline devient notable a 1’échelle du
traitement D2 pour la deuxiéme application (102,71%). A I"opposé, chez le génotype Sup
Aguadulce, on note une évolution trés importante estimé a 286,% enregistrée au lot D1

(application 1).

Conformément a nos résultats, une augmentation de cet acide aminé a été observée
chez le Canavalia ensiformis sous l’effet du cuivre avec une duré d’exposition de 11

semaines, et chez Coffea arabica pendant 30 semaine. (Andrade et al., 2010).

Une des stratégies mise en ceuvre par les plantes pour contrecarrer les effets toxiques
des métaux lourds, est constituée par une accumulation d’acides aminés et plus
particuliecrement de la proline (Sharma et Dietz, 2006). L’accumulation de proline a été
observée suite a des conditions de sécheresse (Vasquez-Robinet et al., 2008), de stress salin
(Banu et al., 2008) ou de présence de métaux lourds (Dinakar et al., 2008). Cet acide aminé
est considéré comme un chélateur de métaux grace aux groupement thiol (-SH) et un
protecteur de la structure subcellulaire (Azooz et al., 2011), cela est liée a son role protecteur
de soluté compatible impliqué dans la stabilisation des membranes et des protéines (Mansour,
1998; Okuma et al., 2000; Okuma et al., 2002; Ashraf et Foolad, 2007). Mais il a aussi été
montré que la proline pouvait étre impliquée dans la diminution de la quantité de radicaux
libres (Hong et al., 2000; Okuma et al., 2000; Okuma et al., 2004), dans le piégeage des
especes réactives de ’oxygeéne (Chen et Dickman, 2005; Chen et al., 2006), ou encore une
fonction dans ’ajustement osmotique chez certaines especes (Szabados et Savouré, 2009 ;

Verbruggen et Hermans, 2009).
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Une augmentation de ce soluté compatible a été observée sous 1’effet du cadmium chez
le tournesol, la siléne, 1’haricot et le soja (Kastori et al.,, 1992 ; Schat et al., 1997 ; Zhang et
al., 2000 ; Balestrasse et al, 2005) Une telle augmentation de la proline a également été
observée sous I’effet d’autres métaux tels que le Mn (Lei ef al., 2007), le Zn, Pb, Co, Cu (Alia
etal.,, 1995 ; Schat et al., 1997 ; Sharmila et Pardha Saradhi, 2002 ; Sharma et Dietz, 2006).

2.1.4. Teneur en sucres solubles

> Application 1

L’¢tude des résultats obtenus (Tab.05), montre que la variation des teneurs en sucre
soluble est faiblement influencée par 1’application du cuivre a différentes concentrations
(p>0,05). Le facteur génotypique et I’interaction entre les deux facteurs d’étude n’influent que
faiblement sur 1I’expression de cette caractéristique (p>0,05). Ceci explique que la réponse des

deux génotypes testés se fait d’'une maniére identique face a la contrainte métallique.

Les résultats moyens (Tab.12), montrent que la teneur en sucres solubles augmente en

fonction de 1’accroissement des doses du cuivre appliquées.

Dans les conditions optimales (témoin), le génotype Sidi Aich enregistre une teneur
moyenne estimée a 72,86 ug/g. au niveau des traitements D1 et D2, ces teneurs expriment

respectivement des évolutions ascendantes de 1’ordre de 14,63% et de 62,86%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, le lot témoin enregistre une teneur moyenne en
sucre soluble estimée a 83,61ug/g. les plantes issues des traitements D1 et D2 inscrivent
respectivement des évolutions progressives de la teneur en sucre, évaluées a 19,15% et

62,08% par rapport au lot témoin.

Tableau n°12 : Teneur en sucres solubles en pg/g dans les feuilles des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Sucres solubles (ng/g) | Evolution %
0 72,86+ 25,01
Sidi Aich 100 83,52+ 34,02 ™ 14,63
200 118,66+ 17,49 N 62,86
0 83,61+ 42,33 ™
Sup Aguadulce 100 99,62+ 33,46 ™° 19,15
200 135,52+ 74,22 N 62,08
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Fig. 18 : I’évolution des moyennes des sucres solubles (ng/g) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’analyse des résultats (Tab.05) montre que la variation des teneurs en sucre soluble est
fortement conditionnée par I’effet du stress métallique (p<0,005), ainsi que la nature du
génotype testé (p<0,005). L’interaction des deux facteurs d’étude n’exerce aucun effet
significatif sur les fluctuations de ce parameétre (P >0,05), indiquant que les deux génotypes

expérimentés réagissent d’une fagon similaire face au ce stress.

Les résultats moyens (Tab.13), affichent que I’application des doses croissantes du
cuivre, induit une augmentation des taux des sucres solubles. L’allure de cette augmentation

est d’une grandeur différent a travers les deux génotypes.

Chez le génotype Sidi Aich, les valeurs de la teneur en sucres solubles sont plus
importantes que celles enregistrées par le deuxieme génotype (Fig.19). Au lot témoin, on
enregistre une valeur moyenne estimée a 125,33 pg/g. Au niveau des traitements D1 et D2,
les accumulations respectives des sucres solubles sont de l'ordre de 150,10 npg/g et
191,71pg/g, exprimant des progressions respectives de 1’ordre de 19,76% et 52,26% par
rapport au témoin. La méme tendance d’évolution a été signalée chez le génotype Sup
Aguadulce, ainsi le lot t¢moin inscrit une valeur moyenne de 75,74pg/g. Dans les traitements
D1 et D2, les teneurs moyennes en sucres solubles sont évaluées respectivement a 95,52ug/g

et a 136,48ug/g, représentant des évolutions croissantes de 26,43% et 80,26%.
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Tableau n°13: Teneur en sucres solubles en pug/g dans les feuilles des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Sucres solubles (ng/g) | Evolution %
0B 125,33+ 9,29 /
Sidi Aich * 2008 150,10+ 16,60 19,76
400 A 191,71+ 49,36 52,96
0B 75,71+ 29,15 /
Sup Aguadulce ® 200" 95,52+ 15,61 26,43
400 A 136,48+ 19,61 80,26
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Fig. 19 : I’évolution des moyennes des sucres solubles (ng/g) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

> Discussion

Outre les changements de teneur en acides aminés, une accumulation de glucides
solubles a été rapportée en réponse a différents stress environnementaux et particuliérement
des métaux lourds (Samarakoon et Rauser, 1979 ; Moya et al., 1993 ; Costa et Spitz, 1997 ;
Dubey et Singh, 1999).

Les résultats obtenus a partir de I’estimation de la teneur en sucre soluble ne montrent
aucun effet significatif de tous les facteurs étudiés durant la premicre application. Par contre
au deuxieme période d’application, 1’¢laboration de ce paramétre est conditionnée par

I’intensité du cuivre et la nature du génotype testé.
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Les sucres solubles, principalement, saccharose, glucose et fructose, jouent un rdle
central dans la structure, le métabolisme et le fonctionnement des plantes. Ils sont de plus
impliqués dans de nombreux mécanismes de réponse aux stress, biotiques ou abiotiques

(Ramel, 2009).

A coté de la proline, les sucres solubles totaux contribuent fortement a I'ajustement
osmotique chez les plantes en conditions de stress. Les sucres solubles peuvent jouer un rdle
dans la protection des chlorophylles et des caroténoides contre 1’agressivité du stress
métallique (Azouz et al., 2011). Verma et Dubey (2001) remettent cette accumulation a une
adaptation trés possible de la plante pour ajuster et maintenir un potentiel osmotique

favorable.

2.1.5. Taux des pigments photosynthétiques

2.1.5.1. Chlorophylle a
» Application 1

L’examen des résultats obtenus (Tab.05), montre que ’application du Cu n’exerce
aucune effet significatif sur la fluctuation des niveaux de la chlorophylle a (p>0,05). Le
facteur génotype influe d’une maniére trés hautement significative sur la variation de cet
¢lément (p<0,005). L’interaction des deux facteurs d’étude provoque également un effet
significatif (p<0,005) sur I’expression de cette caractéristique, ceci est expliqué par la réponse

différente des deux génotypes testés a 1’égard du stress appliqué.

Les résultats obtenus (Tab.14) montrent que 1’augmentation des doses de
CuS04.5H,0 appliquées provoque une progression de la quantit¢ de la Chlorophylle a.

L’intensité de cette évolution est d’une ampleur différente a travers les deux génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, la quantit¢ de la Chlorophylle a enregistrée par les
témoins (9,67 mg/g) est sensiblement identique a celle enregistrée par les plantes soumises au
traitement métallique D2 (9,50mg/g). Au niveau du traitement D1, ce parametre diminue de
42,50% par rapport au lot témoin. Chez le génotype Sup Aguadulce, 1’application croissante
du Cu induit une nette diminution de la teneur en chlorophylle a, cette régression est estimée a
19,53% sous le traitement D1, et a 58,60% chez les plantes issues du traitement D2 par

rapport au témoin qui enregistre 6,86mg/g.
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Tableau n°14 : Les teneurs en Chlorophylle a en mg/g des feuilles des deux génotypes de la
feve exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Chl a (mg/g) Evolution %
0 9,67+3,59 4 /
Sidi Aich * 100 5,56+3,50 B¢ 42,50
200 9,50+4,67 A -1,76
0 6,86 +2,79 AP /
Sup Aguadulce ® 100 5,5242,96 AB -19,53
200 2,84+1,21 € -58,60
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Fig. 20 : I’évolution des moyennes des teneures en Chlorophylle a (mg/g) pour le génotype Sidi Aich
(V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Application 2

L’étude de I’analyse des résultats (Tab.05) montre que la variation de la quantité de la
chlorophylle a est grandement conditionnée par I’intensité du cuivre (P<0,005). L’application
croissante du CuSO4.5H,0 provoque un abaissement de ce parametre. Par contre le facteur
génotype et I’interaction entre les deux facteurs, n’exercent aucune variation notable (p>0,05).
Ce qui indique que les deux génotypes testés ont réagi d’une manicre identiques sous 1’effet
du cuivre.

Pour le génotype Sidi Aich, on enregistre pour le témoin, une moyenne évaluée
a 17,17 mg/g. Dans les lots, D1 et D2, les régressions de la chlorophylle a atteignent
respectivement 13,12 mg/g et 8,79 mg/g, exprimant ainsi des abaissements de 1’ordre de

23,58% et 48,80%. Chez le génotype Super Aguadulce, les moyennes de la chlorophylle a
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enregistrées sont d’un ordre plus bas, en comparaison avec celles enregistrées pour le premier
génotype (Fig.21). Ainsi, dans le lot témoin, on enregistre une valeur moyenne évaluée a

14,73 mg/g. Dans les traitements D1 et D2, ce parametre affiche respectivement 9,86 et

Résultats et Interprétations

8,14mg/g, inscrivant des évolutions de I’ordre de -33,06% et -44,73%.

Tableau n°15 : Les teneurs en Chlorophylle a en mg/g des feuilles des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Chl a (mg/g) | Evolution %
0A 17,17 4,12 /
Sidi Aich 200 B 13,12 + 3,25 23,58
400 B 8,79 + 1,34 -48,80
04 14,73 + 4,24 /
Sup Aguadulce 200 B 9,86 +£2,77 -33,06
400 ® 8.14+1,51 44,73
Chl
az(éng_/g)
20
15 +
Hvl
10
T av2
5 .
O T 1
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Fig. 21 : I’évolution des moyennes des teneures en Chlorophylle a (mg/g) pour le génotype
Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

2.1.5.2. Chlorophylle b

> Application 1

L’analyse des données obtenues (Tab.05), illustre que [’expression de cette
caractéristique est faiblement influencée par le cuivre (p>0,05), la nature du génotype testé
(p>0,05) et I’interaction des deux facteurs d’étude (p>0,05). Ceci indique que les réactions

manifestées a la suite de D’application du cuivre, par les deux génotypes testés s’averent

équivalentes.
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Les résultats moyens obtenus (Tab.16), montrent que I’application croissante du
CuS04.5H,0 provoque des variations régressives des niveaux de la chlorophylle b chez le
génotype Sup Aguadulce. Ainsi, les lots D1 et D2 inscrivent des diminutions respectives par

rapport au lot témoin, estimées a 28,10% et 58,16%.

Pour le génotype Sidi Aich, on enregistre des valeurs moyennes de la chlorophylle b
supérieurs par rapport au I’autre génotype, et surtout au niveau du traitement D2 (Fig.22).
Ainsi, au niveau du lot témoin, la valeur moyenne de la chlorophylle b est estimée a 1,75
mg/g. Pour le niveau de traitement D1, on signale une régression qui atteint 1,16 mg/g
exprimant une réduction par rapport au témoin de 1’ordre de 33,71%. Pour le lot D2, la

moyenne enregistrée est de 2,21mg/g manifestant une progression de 1’ordre de 26,28%.

Tableau n°16: Les teneurs en Chlorophylle b en mg/g des feuilles des deux génotypes de la
feve exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Chl b (mg/g) | Evolution %
0 1,75+ 1,56 /
Sidi Aich 100 1,16£1,92 N8 33,71
200 221+2,03 N8 26,28
0 1,53 +2,58 /
Sup Aguadulce 100 1,10£0,69 N 28,10
200 0,641,020 N -58,16
Chlb (mg/g)
4
3,5 A
3 .
2,5 4
2 Hvl
1,5 - av2
1
0,5 H
0 T T \
0 100 200 Cu(ppm)

Fig. 22 : I’évolution des moyennes des teneures en chlorophylle b (mg/g) pour le génotype
Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).
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» Application 2

L’analyse de la variance (Tab.05) révele que les variations de la chlorophylle b
dépendent grandement de I’intensité du cuivre (p<0.05). Le facteur génotypique n’affecte que
faiblement les variations de la teneur en cet ¢lément (p>0,05). L’interaction des deux facteurs
¢tudiés n’exerce également aucun effet significatif sur les fluctuations de ce paramétre, cela
indique que les réactions des deux génotypes testés sont identiques en présence de stress avec

le cuivre.

Les résultats moyens montrent que [’intensit¢ du cuivre a travers |’application
croissante des doses D1 et D2, provoque une réduction de la quantité des chlorophylles b chez

les deux génotypes (Tab.17).

Chez le génotype sidi Aich, dans les conditions optimales (t¢émoin), on enregistre une
valeur moyenne de la chlorophylle b estimée a 5,59 mg/g. Sous les traitements métalliques
Dlet D2, les valeurs moyennes enregistrées expriment des €volutions régressives de 1’ordre

de 24,33 et 50,09%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, le témoin exprime une teneur moyenne de la
chlorophylle b de I’ordre de 4,79 mg/g. Sous ’application de cuivre a différentes doses, D1 et
D2, les teneuses en chlorophylle b estimées sont sensiblement identiques, on enregistre
respectivement 3,66 mg/g et 3,57 mg/g, inscrivant ainsi des régressions respectives de 23,59%

et 25,47% par rapport au témoin.

Tableau n°17 : Les teneurs en chlorophylle b en mg/g des feuilles des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Chl b (mg/g) | Evolution %
04 5,59 + 1,84 /
Sidi Aich 200 4B 4,23 + 0,69 24,33
400 ® 2,79 + 0,86 -50,09
04 4,79 + 1,68 /
Sup Aguadulce 200 AP 3,66+ 1,27 23,59
400 ® 3,57+0,17 25,47
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Fig. 23 : I’évolution des moyennes des teneures en chlorophylle b (mg/g) pour le génotype
Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

2.1.5.3. Chlorophylle a+b

> Application 1

Le traitement des résultats (Tab.05) indique que la variation des taux de la
chlorophylle a+b est trés dépendante de l’intensité du stress appliqué (p<0,005), cette
variation est €également influencée par le facteur génotypique et I’interaction des deux facteurs
d’étude (p<0.005). Ceci indique que les deux génotypes testés ont manifestés des

comportements différents en réaction a 1’application du stress métallique.

Les résultats moyens (Tab.18) montrent que I’application des doses croissantes de
cuivre, est a la source d’une diminution notable des taux de chlorophylle a+b. Les deux

génotypes testés expriment différemment cette diminution.

Chez le génotype Sidi Aich, le t¢émoin exprime une moyenne de 11.47mg/g. Dans le
traitement D1, la moyenne enregistrée est de 6,67mg/g, avec une diminution par rapport au
témoin, de I’ordre de 41,06%. Pour le traitement D2, on assiste a une augmentation du taux de

la chlorophylle a+b qui atteint 11,77mg/g exprimant une augmentation de 1’ordre de 2,61%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs du taux de chlorophylle a+b sont plus
faibles en comparaison avec celles enregistrées pour le génotype Sidi Aich (Fig.24). Ainsi, le
témoin enregistre 8.39 mg/g de moyenne. Dans les lots D1 et D2, les moyennes enregistrées
sont respectivement 6,65 et 3,50 mg/g, exprimant des diminutions du taux de chlorophylle

at+b de I’ordre de 20,74 et 58,28%.
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Tableau n°18: Taux des chlorophylles a+b en mg/g des feuilles des deux génotypes de la
feve exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Chl atb (mg/g) | Evolution %
04 11,47+1,93 * /
Sidi Aich * 100 ® 6,76+2,91 € -41,06
200 ® 11,77+3,24" 2,61
04 8,39 +1,28 B€ /
Sup Aguadulce ® 100 ® 6,65+2,42 B 20,74
200 ° 3,50+0,79 © -58,28
Chl a+b (mg/g)
16 -
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10 -
8 1 vl
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Fig. 24 : I’évolution des moyennes des teneures en Chlorophylle a+B (mg/g) pour le
génotype Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 100,
200 ppm).

> Application 2

L’analyse des résultats (Tab.05), montre que le stress induit par le cuivre, provoque
des fluctuations de grande intensité sur les niveaux de chlorophylle a+b (p<0,01), ce qui
indique que I’exposition des plantes a des concentrations différentes du Cu s’accompagne
d’une grande vacillation des teneurs en cet ¢lément. Le facteur génotypique n’exerce aucun
effet significatif sur la variation de ce parametre, ainsi que ’interaction des deux facteurs
d’étude (p>0,05), ceci s’explique par la réponse similaire des deux génotypes testés contre le

traitement par le cuivre.
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Les résultats moyens (Tab.19) montrent que la quantit¢ de la chlorophylle a+b
diminue en fonction de I’intensité du cuivre. Dans les conditions optimales, la quantité
moyenne enregistrée par les témoins des deux génotypes est apparu élevée 22,86mg/g (sidi
Aich) et 19,62mg/g (Sup Aguadulce). Sous le traitement D1 et D2, le génotype sidi Aich
marque une réduction de 17,44 mg/g a 11,64 mg/g, présentant des évolutions régressives de
23,71% et 49,08%, alors que chez le génotype Sup Aguadulce, les diminutions enregistrées
sont de I’ordre de 30,78% et 39,96% respectivement pour les traitements D1 et D2.

Tableau n°19: Taux des chlorophylles a+b en mg/g des feuilles des deux génotypes de la
feve exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Chl atb (mg/g) | Evolution %
0" 22,86 + 5,96 /
Sidi Aich 200° 17,44 + 3,94 223,71
400 ® 11,64 +2,02 -49,08
0" 19,62 + 5,87 /
Sup Aguadulce 200 ® 13,58 + 4,06 -30,78
400 ® 11,78 £ 1,50 -39,96
Chla+b (mg/g)
35 -~
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Fig. 25 : I’évolution des moyennes des teneures en chlorophylle a+b (mg/g) pour le génotype
Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).
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2.1.5.4. Caroténoides

> Application 1

L’analyse de la variance (Tab.05), montre que I’intensité du cuivre exerce un effet
significatif sur 1’élaboration de la teneur en caroténoides (p<0,05). La variabilité génotypique
influe également d’une manicre significative (p<0,05). Tandis que I’effet de I’interaction des
deux facteurs d’¢tude, n’indique aucun effet significatif sur la fluctuation de ce parametre
(p>0,05). Ceci indique que les deux génotypes expérimentés ont réagi d’une manicre

identique sous le traitement métallique.

Les résultats moyens obtenus (Tab.20), montre que 1’application croissante du
cuivre engendre une diminution de la teneur en caroténoides chez les deux génotypes
expérimentés.

Chez le génotype sidi Aich, la valeur la plus élevée du cette derniére est enregistrée au
niveau du traitement témoin, elle est évaluée a 4,37 mg/g. Sous I’effet du cuivre, les teneurs
moyennes enregistrées dans les lots D1 et D2, sont respectivement estimées a 2,62 mg/g et a
3,04 mg/g, exprimant des réductions respectives de I’ordre de 40,04% et 30,43% par rapport

au témoin.

Chez le génotype Sup Aguadulce, on enregistre des valeurs égales chez les graines
issues des traitements, témoin et DI1. L’application d’une concentration de D2 de
CuSOs4. 5H;0 entraine une nette diminution de la quantité des caroténoides, évaluée a 1,57

mg/g et représentant une réduction de 46,23% par rapport a celle du lot témoin.

Tableau n°20: Taux des caroténoides en mg/g des feuilles des deux génotypes de la feve

exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) CRTN (mg/g) | Evolution %
04 437 +2,36 /
Sidi Aich * 100 4 2,62+ 1,79 -40,04
2004 3,04 42,55 -30,43
04 2,92 +0,59 /
Sup Aguadulce ® 1004 2,93+1,74 0,34
2004 1,57+0,96 -46,23

66



Chapitre III : Résultats et Interprétations
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Fig. 26 : I’évolution des moyennes des teneures en caroténoide (mg/g) pour le génotype Sidi
Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Application 2

L’¢étude statistique des résultats (Tab.05), montre que le traitement métallique induit
par le cuivre provoque un effet significatif sur la variation des niveaux des caroténoides
(p<0,05). Par contre le facteur génotypique et 1’interaction entre les deux facteurs d’étude

n’affecte que faiblement la variation de ce parametre (p>0,05).

Les résultats moyens obtenus (Tab.21), montrent que la teneur en caroténoides
diminue progressivement avec 1’intensité du cuivre. L’ampleur de cette diminution est d’une

grandeur différente a travers les deux génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, dans le lot témoin, le taux des caroténoides s’évalue a
5,41mg/g. Dans les lots D1 et D2, ces taux arrivent successivement a 4.16 et 3,05 mg/g

exprimant des régressions de I’ordre de 23,10% et 43,62%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, le lot t¢émoin enregistre une valeur moyenne évaluée
a 4,84 mg/g. Sous I’'intensité du cuivre, des régressions de 1’ordre de 17,77% et de 23,55%

sont enregistrées respectivement dans les traitements D1 et D2.
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Tableau n°21: Taux des caroténoides en mg/g des feuilles des deux génotypes de la feve

exposés au de cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) CRTN (mg/g) | Evolution %
04 541+0,77 /
Sidi Aich 200 B 4,16 + 0,84 23,10
400 ® 3,05+ 0,46 43,62
0A 4,84 £ 1,20 /
Sup Aguadulce 200 B 3,98+ 1,12 17,77
400 B 3,70+ 0,11 23,55
CRTN (mg/g)
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Fig. 27 : I’évolution des moyennes des teneures des caroténoides (mg/g) pour le génotype
Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).
» Discussion

Les mesures de la teneur en pigments chlorophylliennes permettent d’évaluer la
toxicité du cuivre vis-a-vis les plantes des deux génotypes expérimentés. L’exposition
de ces plantes a différentes concentration du cuivre induit un abaissement de la teneur en
pigments photosynthétiques, sauf qu’au niveau de traitement 200ppm (premiere application)
pour le génotype Sid Aich, qui enregistre les valeurs les plus importantes de la teneur en
chlorophylle b.

Le cuivre peut augmenter ou diminuer le taux de chlorophylle foliaire et modifie la
fluorescence chlorophyllienne et 1’activité du photosystéme II (Cook et al., 1997)

Le Cu serait responsable d’une inhibition de la photosynthése par la péroxydation des
lipides des membranes des thylakoides, le blocage de [D’activit¢ de la ribulose, 1-5,

biphosphate carboxylase—oxygénase (Cook et al, 1997, Vinit-Dunand et al, 2002), de la
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synthése de la chlorophylle (Chl), et en interférant au niveau des photosystemes (Cuypers
2000). 1l y a diminution des contenus en Chl totale, a et b (Chatterjee et Chatterjee 2000,
Demirevska- Kepova et al.,, 2004). Et elle peut s’accompagner d’une diminution des contenus
en caroténoides (Lou et al., 2004). Cependant des augmentations de Chl dans les feuilles sont
aussi observées (Cook et al, 1997) et seraient dues a une concentration des métabolites
cellulaires suite a I’inhibition de 1’expansion cellulaire par le Cu, c’est I’effet « bronzing »
(Bessoule et Mench 2002). Chugh et Sawhney (1999), ont étudiés l'effet de Cu sur la
photosyntheése de [’Elsholtzia splendens. 1ls ont suggéré que le Cu a basse concentration
accrue la teneur de la chlorophylle a, tandis que la hausse concentration de Cu la diminue.
Mais le contenu de la chlorophylle b est moins influencé par la haute ou basse concentration

de Cu (Li et al., 2003)

La diminution du taux de chlorophylle chez les plantes exposées aux métaux lourds est
un phénoméne trés courant et supposé comme ¢Etant préliminaire a [’inhibition de la
photosynthése (Prasad, 1999). Le cuivre semble plus affecter la biosynthése des chlorophylles
que le cadmium chez Lemna trisulca (Prasad et al., 2001) et Chlamydomonas reinhardtii
(Prasad et al., 1998) qui lui-méme semble avoir plus d’effets que le plomb chez Triticum
aestivum (Oncel et al., 2000). Cependant, les effets observés semblent dépendre de 1’age des
feuilles, les feuilles matures étant plus sensibles que les feuilles néoformées (Krupa et

Moniak, 1998).

2.1.6. Taux des protéines totales

» Application 1

Le traitement des résultats (Tab.05) indique que le 1’application du cuivre influe d’une
manicre trés hautement significatif sur la variation des taux des protéines totales (p<0,005),
cette variation est également influencée par le facteur génotypique et ’interaction des deux
facteurs d’étude (p<0.005). Ceci indique que les deux génotypes testés ont manifesté des

comportements différents en réaction a I’application du stress métallique.

Les résultats moyens (Tab.22) montrent que I’application des doses croissantes de
CuSOy4, 5H,0 dans le substrat de culture induit une diminution des taux en protéines totales

des graines. La diminution enregistrée est trés différente a travers les deux génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, le taux des protéines totales enregistré au lot témoin est de

I’ordre de 33,06%. Au niveau des traitements D1 et D2, on mentionne respectivement 22,65%
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et 22,75%, ces deux valeurs sont presque égales, et inscrivent des diminutions respectives de

I’ordre de 31,48% et 31,18% par rapport au témoin.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs du taux des protéines sont plus
importantes que celles enregistrées avec le premier génotype (Fig.28). Ainsi, pour le lot
témoin, la valeur moyenne est de 36.51%. Pour les lots D1 et D2, ces valeurs sont évaluées
dans un ordre respectif a 28,21% et a 25,04 %.inscrivant des diminutions de 1’ordre de

22,73% et 31,41%.

Tableau n°22 : Taux des protéines totales (%) au niveau des graines des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) protéines totales (%) | Evolution %
04 33,06+ 0,22 ° /
Sidi Aich * 100 B 22,65+0,26" 31,48
200 € 22.75+0,73 F 31,18
04 36,51 026" /
Sup Aguadulce ® 100 B 28,21 +1.28°¢ 22,73
200 € 25,04 +0,45° 31,41
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Fig. 28 : I’évolution des moyennes des taux des protéines totales (%) pour V1 (sidi Aich) et
V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).
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» Application 2

L’analyse de la variance (Tab.05) indique que la variation des doses du Cu ajoutée
apres la deuxiéme application affect la teneur en protéines totales d’une mani¢re hautement
significative (p<0,005). La variabilit¢ génotypique influe également d’une manicre tres
hautement significatif sur I’expression de ce parametre (p<0,005). Par contre I’effet de
I’interaction des deux facteurs d’étude est non significatif (p>0,05). Ce qui indique que les
deux génotypes se sont comportés d’une maniere identique vis-a-vis de 1’application de ce

stress.

L’observation des résultats moyens (Tab.23) révele une diminution du taux des
protéines en fonction de I’intensité des doses en Cu appliquées. L’allure de cette diminution

est d’une grandeur différente a travers les deux génotypes.

Chez le génotype Sidi Aich, le lot témoin inscrit une moyenne évaluée a 30.95%. Dans
les lots D1 et D2, les moyennes de ces taux sont dans un ordre respectif 23,91 et 20,95%,

exprimant ainsi, des diminutions de 1’ordre de 22,74% et 32,31%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les taux moyens enregistrés des protéines sont
plus important, en comparaison avec le premier génotype (Fig.29). Ainsi, pour le lot témoin,
la moyenne enregistrée est de 38.67%. Pour les traitements D1 et D2, les valeurs moyennes
du taux des protéines inscrivent dans un ordre respectif 31,89% et 27,14% exprimant des

diminutions de I’ordre de 17,53 et 29,82% par rapport au témoin.

Tableau n°23 : Taux des protéines totales (%) au niveau des graines des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) protéines totales (%) | Evolution %
04 30,95 + 0,93 ° /
Sidi Aich * 2008 23,91+0,97F 22,74
400 © 20,95+ 0,70 F 32,31
04 38,67+ 0,48 4 /
Sup Aguadulce ® 200" 31,89+0,18 € -17,53
400 © 27,14+ 0400 29,82

71



Chapitre III : Résultats et Interprétations

40 A
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

Hvl

av2

Taux des protéines totales(%)

0 200 400 Cu (ppm)

Fig. 29: I’évolution des moyennes des taux des protéines (%) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

> Discussion

Les résultats obtenus montrent que I’exposition des deux génotypes a différente
concentrations du cuivre engendre une diminution des taux des protéines totales au niveau
des grains. L’exces de Cu dans les cellules est a 1’origine d’un stress oxydant (Mench et al,,
1998, Pilon- Smits 2005, Boojar et Goodarzi, 2007). Le Cu va induire la production d’espéces
réactives de I’oxygene (ERO) et de radicaux libres (Hall, 2002) Les ERO sont dangereux pour
les cellules car s’ils ne sont pas réduits ils altérent les protéines et les acides aminés, I’ADN,
I’ARN et entrainent la péroxydation des lipides membranaires (Cuypers, 2000 et Boojar et

Goodarzi 2007).

Les protéines sont I'une des principales cibles des ERO induisant une augmentation de la
teneur en protéines carbonylées (Dean et al., 1997). Le pool de protéines ainsi oxydées doit
étre dégradé afin d’éviter ’accumulation de protéines non fonctionnelles (Shringarpure et al.,
2003). Le systeme protéolytique végétal est composé par les protéases, principalement
localisé dans les lysosomes et organites, et la voie ubiquitine-protéasome, dans le cytosol et le
noyau (Rawlings et al., 2004; Kurepa et Smalle, 2008). D’autres études ont montré qu’en
réponse aux dommages oxydatifs, les activités des endoprotéases sont stimulées chez les
plantes (Gallego et al., 2002; Romero-Puertas et al., 2002) de méme qu’en réponse a la
présence de métaux lourds tel que le Cd, I’Hg ou le Pb (Jana et Choudhuri, 1984; McCarthy et
al.,2001; Garcia et al., 2006; Pena et al., 2006).
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Reinheckel et al (1998), a démontré que les cellules augmentaient leur taux de
protéolyse apres exposition a des agents du stress oxydant. L’hypothése prédominante est que
les protéines intracellulaires oxydées par les radicaux libres seraient préférentiellement
dégradées par les enzymes protéolytiques. Cette sélection serait possible par la détection des

groupements carbonyls produits lors de I’oxydation.

2.1.7. Poids sec de la partie racinaire

» Application 1

L’analyse des résultats (Tab.05) montre que la variation de poids sec de la partie
racinaire est significativement influencée par la contamination avec le cuivre (p<0.05),
I’application de cet polluant a différente dose s’accompagne d’une diminution progressive de
ce parametre. La variabilité génotypique influe d’une maniére hautement significative sur la
fluctuation des niveaux de cet ¢lément (p<0,01). L’interaction des deux facteurs d’étude
n’exerce aucun effet sur cette variation (p>0,05).Ceci indique que les deux génotypes testés

ont manifesté des comportements identiques en réaction a I’application du stress métallique.

Chez le génotype Sidi Aich, le témoin enregistre une moyenne qui s’évalue a 6.52 g.
Pour les lots D1 et D2, les poids sec enregistrés sont respectivement de 1’ordre de 6.26 et

5,90 g inscrivant des diminutions par rapport au témoin estimées a 3,98% et 10,50%.

Chez le génotype Super Aguadulce, le poids sec de la partie racinaire est plus faible
par rapport au premier génotype (Fig.30). Ainsi, pour le témoin, la valeur moyenne est de
6.16g. Pour les traitements Dlet D2, les poids sec enregistrés sont respectivement de 1’ordre

de 4,94 et 3,98g exprimant ainsi des régressions de 19,80% et 35,98%.

Tableau n°24 : Poids sec de la partie racinaire en (g) des deux génotypes de la féve exposés

au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) PS PR Evolution %
04 6,52 + 1,00 /
Sidi Aich * 100 A8 6,26+1,38 -3,98
2008 5,90+0,94 -10,50
04 6,16 + 0,38 /
Sup Aguadulce ® 100 AP 4,94+1,75 -19,80
200 3,98+1,13 -35,98
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Fig. 30: I’évolution des moyennes du Poids sec de la partie racinaire en (g) pour

V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’examen des résultats obtenus (Tab.05) indique que le poids sec de la partie racinaire
est influencé d’une manicre trés hautement significatif par I’intensité du cuivre (p<0,005). Le
facteur génotype ne se manifeste aucun effet significatif (p>0,05), ainsi que 1’interaction entre
les deux facteurs d’étude (p>0,05). Ceci s’explique par les comportements identiques des

deux génotypes testés, en réaction au stress métallique appliqué.

L’analyse des résultats obtenus révele que 1’accroissement du degré de stress est
accompagné d’une diminution de poids sec de la partie racinaire (Tab.25). En effet, dans les
conditions optimales, on enregistre une valeur moyenne évaluée a 6,6 g chez le génotype sidi

Aich, et 6,1g chez le génotype Sup Aguadulce.

Dans les conditions de stress, le génotype Sidi Aich enregistre des valeurs moyennes évaluées
a 3,88 g, et a 3,2g respectivement pour les traitements D1 et D2, exprimant des évolutions
respectives de -41,21% et -51,51% par rapport au témoin. La méme tendance d’évolution
a été constatée chez le génotype Sup Aguadulce (Fig.31), ou on a relevé un poids sec estimé a
4,48 g au niveau du traitement D1, et a 2,42¢g dans le lot D2, présentant ainsi des régressions

respectives de I’ordre de 26,55% et 60,32%.
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Tableau n°25 : Poids sec de la partie racinaire en (g) des deux génotypes de la féve exposés
au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) PS PR Evolution %
04 6,6 0,48 /
Sidi Aich 2008 3,88+1,02 41,21
400 © 3240,75 51,51
04 6,1£0,91 /
Sup Aguadulce 200 ® 4,48 +1,32 26,55
400 © 2,42 £0,53 -60,32
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Fig. 31 : I’évolution des moyennes du Poids sec de la partie racinaire en (g) pour
V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

2.1.8. Poids sec de la partie aérienne

> Application 1

L’examen des résultats obtenus (Tab.05), montre que le facteur stress métallique
provoque un effet faiblement significatif sur la variation des poids sec de la partie aérienne
(p> 0.05). La variabilité génotypique exerce un effet significatif sur cette variation (p<0.05).
L’interaction des deux facteurs d’étude manifeste un effet non significatif (p>0,05). Ce qui
indique que les deux génotypes testés ont une réponse similaire a I’égard du stress en Cu
imposé.

Les résultats moyens mentionnés dans le tableau n°26, relévent que L’application
croissante du cuivre induit une diminution des poids sec de la partie aérienne chez les deux

génotypes expérimentés. Cependant, dans les conditions optimales (témoin), on enregistre une
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valeur moyenne estimée a 21,66g pour le génotype Sidi Aich, et a 20,582 pour le génotype
Sup Aguadulce.

Dans les conditions du stress, chez le génotype Sidi Aich on enregistre pour les
traitements D1 et D2, des diminutions respectives de I’ordre de 4,61% et de 5,17%. Sous les
mémes conditions, une méme tendance d’évolution a été enregistrée pour le génotype Sup
Aguadulce, ou on a enregistré dans les lots D1 et D2, des régressions respectives évaluées a

12,82% et a 23,32%.

Tableau n°26 : Poids sec de la partie aérienne en (g) des deux génotypes de la féve exposés

au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) PS PA Evolution %
0 21,66+3,75 /
Sidi Aich * 100 20,66+1,06 4,61
200 20,54+0,73 5,17
0 20,58+2,82 /
Sup Aguadulce ® 100 17,94+5,22 -12,82
200 15,78+4,95 23,32
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Fig. 32 : I’évolution des moyennes du Poids sec de la partie aérienne en (g) pour V1 (sidi
Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’¢étude des résultats obtenus apres la deuxieéme période du traitement (Tab.05) montre
que le facteur stress métallique influe d’une manicre trés hautement significatif sur la

fluctuation du poids sec de la partie aérienne (p<0,005), ceci indique que ce facteur constitue
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une source de variation de ce parametre. La nature du génotype expérimenté influe également
d’une maniére trés hautement significatif sur cette variation (p<0,005). L’interaction des deux
facteurs d’études exerce un effet significatif (p<0,05), ceci s’explique par la différence de

réponses exprimées par les deux génotypes testé a 1’égard de ce stress.

Les résultats moyens (Tab.27) dévoilent que 1’application des doses croissantes en
cuivre induit une diminution dans le poids sec de la partie aérienne. L’ampleur de cette

diminution est différente a travers les génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, pour le lot t¢émoin, le poids sec enregistré est de 21,62 g.
Pour les traitements D1 et D2, les moyennes enregistrées sont respectivement 18,32 g et

16,76g présentant ainsi des évolutions descendantes estimées a 15,26% et 22,48%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs moyennes du poids sec de la partie
aérienne sont plus faibles en comparaison avec le génotype Sidi Aich (Fig.33). Ainsi, pour le
témoin, la valeur moyenne enregistrée est de 20,52 g. Pour les lots D1 et D2, les valeurs
moyennes enregistrées sont dans un ordre respectif 16,62 g et 8,58, évaluant ainsi des

régressions de 1’ordre de 19 et 58,18% par rapport au témoin.

Tableau n°27 : Poids sec de la partie aérienne en (g) des deux génotypes de la féve exposés

au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) PS PA Evolution %
0+ 21,62 +3,654 /
Sidi Aich * 2008 1832 £2,154 -15,26
400 © 16,76 £ 2,80 A 22,48
0+ 20,52+ 1,034 /
Sup Aguadulce ® 200 ® 16,62+ 1,114 -19
400 € 8,58 £3,66 -58.18

77



Chapitre III : Résultats et Interprétations

oo
=2 30 -
Q
=
g 25
S
Y
o 201
£
8 15 | mvi
o ov2
2 10 -
(@)
Q
» 5
(7]
e
8 0 E T - T : 1
0 200 400 Cu (ppm)

Fig. 33 : I’évolution des moyennes du Poids sec de la partie aérienne en (g) pour V1 (sidi
Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

> Discussion

Les racines sont le premier organe du végétal exposé aux métaux, et en particulier le
Cu. En effet, il est admis qu'en cas de contamination par un élément trace, la croissance des

racines est affectée avant que celles des parties aériennes ne le soit.

Les résultats obtenus démontrent que la production de la biomasse séche de la partie
aérienne et souterraine diminuée en fonction de la dose appliquée, cette diminution devient
plus marquée aprés la deuxieéme période de 1’application de Cu, ou le génotype Sup

Aguadulce enregistre les valeurs le plus basse sous traitement D2.

Dans le cas d’une exposition au Cu par la solution du sol, les plantes concentrent
d’abord le Cu dans les racines et ce sont les organes qui subissent en premier les impacts du
Cu (Cuypers 2000) et qui sont les plus atteints (Paschke et Redente 2002). La diminution de la
croissance des racines a pour conséquence une diminution de la surface de prélévement de la
plante et donc une diminution du prélévement en eau et nutriments (Brun et al., 2003).
L’inhibition de la croissance racinaire peut s’expliquer par les processus de lignification.
Quand le Cu est en excés dans les cellules des racines la concentration en H,O, et les
quantités de peroxydases impliquées dans la synthése de la lignine augmentent (Lin et al.,
2005). L’augmentation de la lignine peut engendrer une diminution de ’accessibilité du Cu
aux cellules (Cuypers 2000). La lignine peut aussi se lier avec les polysaccharides des parois

cellulaires, ce qui va les rigidifier et géner la croissance des cellules (Dos Santos et al., 2004),
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et 'imprégnation en Cu du végétal induit une diminution de la biomasse aérienne des plantes
d’autant plus importante que la contamination est élevée (Cook et al., 1997, Vinit-Dunand et
al. 2002). Ces diminutions seraient dues a des faibles niveaux de Ca dans les feuilles car le Ca

affecte la division et 1’¢longation cellulaire (Cook et al. 1997).

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Bes et al (2008), ils indiquent que
le Cu induit une diminution de la biomasse seche aérienne du Xanthium strumarium. Une
diminution de biomasse séche souterraine du Festuca arundinacea L et Lolium perenne L a
été observé par Zhao et a/ (2010). Alaoui-Sossé (2004), a montré aussi que le poids sec
de la partie aérienne et souterraine du Cucumis sativus est diminue sous 1’effet du

cuivre.

2.2. Effet du cuivre sur les paramétres morphologiques
2.2.1 Effet du cuivre sur la partie aérienne de la féve

2.2.1.1 La surface foliaire

L’¢étude des résultats (Tab.28), indique que I’application de cuivre influe faiblement
sur la variation des surfaces foliaires (p>0,05), la méme observation a été¢ remarqué pour le
facteur génotype (p>0,05). Tandis que I’interaction des deux facteurs d’études influent d’une
manicre significative sur cette variation (p<0,05), cela indique que les deux génotypes

expérimentés ont manifesté des réponses différentes face au stress métallique.

Tableau n°05: probabilité¢ « p » de I’analyse de la variance des paramétres morphologiques des
deux génotypes étudiés.

Application 1 Application 2
Variables Dosede | Génotype | Interaction | Dose de Génotype | Interaction
Cu (F1) (F2) (F1xF2) Cu (F1) (F2) (F1xF2)

Surface foliaire | 0.21462ns | 0.59206 ns | 0.01097* / / /
Nbre de feuilles 0.04209* 0.0007*** | 0.74265 ns 0.00006*** | 0.00005*** | 0.23614 ns
Nbre de gousses 0.38267 ns | 0.00001*** | 0.19283 ns 0,38267 ns | 0,00001*** | 0,19283 ns
Hauteur de tige 0.04085* 0.00002*** | 0.6164 ns 0.0000 1% | Qs 0.54002 ns
Long racinaire 0.00239%* 0.25794 ns | 0.73614 ns (x 0.31317 ns 0.5362 ns
Volume racinaire | 0.00001*** | 0.26699 ns | 0.42544 ns (e 0.78016 ns 0.10525 ns

ns
* Significatif

sk

Non significatif

Hautement significatif

**%  Tres hautement significatif

Les résultats dégagés a partir de D’estimation de cette caractéristique (Tab.29),
montrent que I’application croissante de cuivre entraine une réduction des surfaces foliaires

chez le génotype Sidi Aich. Au niveau du traitement témoin, on signale une moyenne estimée
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a 69,08cm?, au niveau des plantes issues des traitements D1 et D2, ces valeurs affichent
respectivement 59,34 cm? et 51,60cm?, présentant des évolutions régressives de 14,10% et
25,30%. Chez le génotype Sup Aguadulce, dans le lot témoin, les plantes affichent une valeur
moyenne qui s’évalue a 60,87cm?, au niveau du traitement D1, on a enregistré la plus faible
surface foliaire estimée a 56,88cm?, cependant les plantes cultivées dans le niveau de
traitement D2 ont réagi différemment, avec une surface estimée a 67,72cm?, valeur exprimant

une augmentation de 11,25% par rapport au lot témoin.

Tableau n°29: La surface foliaire en cm? des feuilles des deux génotypes de la féve exposés

au cuivre.
Génotype Dose de Cu (ppm) Surface Foliaire (cm?) | Evolution %
0 69,08+ 8,47 4 /
Sidi Aich 100 59,34+2,07 AB -14,10
200 51,609,428 25,30
0 60,87+ 13,05 A" /
Sup Aguadulce 100 56,88+41,91 B -6,55
200 67,72421,23 *® 11,25
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Fig. 34: I’évolution des moyennes de la surface foliaire en cm? des feuilles pour
V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Discussion
Pour la surface foliaire qui est la zone principale de transpiration de la plante, les
résultats obtenus montrent une variation différente des niveaux de surface foliaire entre les

deux génotypes testés, ou le génotype Sidi Aich qui est le plus affecté par 1’intensité du
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cuivre. Par contre le génotype Super Aguadulce, manifeste une évolution controverse de ce
parametre entre les doses apportées, avec une élévation de 11,25% du surface foliaire

enregistré apres le traitement D1.

Nos résultats se conforment par les travaux de Cuypers et a/ (2004), qui rapportent que
le traitement par le Cu induit une réduction estimé a 23% de la surface foliaire des plantes
Phaseolus vulgaris L. D’autres travaux démontrent également que la surface foliaire se
montre plus sensible a la contamination du milieu par les métaux lourds, c’est le cas du
traitement avec le plomb qui selon Brunet (2008), permet une nette réduction des grandeurs

de cette surface chez les plants de Lathyrus sativus.

2.2.1.2. Nombre de feuilles

» Application 1

L’analyse des donnés obtenus (Tab.28), montre que I’expression de cette
caractéristique est significativement influencée par le cuivre (p<0,05). Egalement, la nature
des génotypes expérimentés permettent des variations trés hautement significative (p<0,005).
L’interaction des deux facteurs d’études n’indique aucun effet sur cette variation (p>0,05),
indiquant ainsi, que les deux génotypes testés ont réagi de manieres identiques sous ’effet du

cuivre.

L’exposé des résultats obtenus (Tab.30) révele que 1’accroissement du degré de stress
est accompagné d’une diminution du nombre des étages foliaires. En effet, dans les conditions
optimales (lot témoin), les plantes comptent en moyenne un nombre de 19,80 chez le
génotype sidi Aich, et 14 chez le génotype Sup Aguadulce. Dans les conditions de stress ce
nombre moyen décroit nettement chez le génotype sidi Aich, et atteint 16 au niveau du
traitement D1, et 15,2 au niveau du traitement D2, exprimant des évolutions respectives de
-19,19% et -23,23% par rapport au témoin. La méme tendance d’évolution a été constatée
chez le génotype Sup Aguadulce (Fig.35), ou on a marqué un nombre moyen de 9,8 au niveau

de DI, et 11,4 dans le traitement D2 exprimant des régressions respectives de 30% et 18,57%.

81



Chapitre III : Résultats et Interprétations

Tableau n°30 : Nombre de feuilles des deux génotypes de la féve exposés au cuivre
(Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Nbr F Evolution %
04 19,80+ 3,11 /
sidi Aich * 1004 16 £2,23 -19,19
2004 15,2 £2,38 23,23
04 14+ 4,85 /
Sup Aguadulce ® 100 4 9,8+5,35 -30
200A 11,4+2,88 -18,57
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Fig. 35 : I’évolution des moyennes de Nombre de feuilles pour V1 (Sidi Aich)
et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Application 2

L'analyse des résultats obtenus (Tab.28), indique que la deuxiéme application du
cuivre provoque des variations plus importantes au niveau de nombre des feuilles (p<0,005).
Ainsi la nature des génotypes testés influe d’une maniére trés hautement significative sur la
fluctuation de cet élément (p<0,005). L’interaction des deux facteurs d’étude n’exerce aucune
variation notable (p>0,05) sur I’expression et les variations des niveaux de nombre des
feuilles. Ceci indique que les deux génotypes testés, ont manifesté des comportements

similaires en présence de la contrainte métallique.

Les résultats moyens obtenus a travers 1’évaluation du nombre des feuilles (Tab.31)

indiquent que la diminution de cette dernicre est accentuée par 1’intensité du cuivre.
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Chez le génotype Sidi Aich, la moyenne qui a été enregistrée au début du stress (19.6)
est sensiblement identique a celle des témoins (19.8), par contre au niveau du traitement
métallique D2, ce parametre fortement diminué et atteint 11.8, présente une régression de
40,40% par rapport au lot témoin. Chez le génotype Sup Aguadulce, les valeurs du nombre
des feuilles sont plus faibles que celles enregistrées pour le premier génotype (Fig.36). Ainsi,
pour le témoin, on enregistre une moyenne qui s’évalue a 14 feuilles. Pour les lots D1 et D2,
ces valeurs diminuent pour atteindre respectivement 11.2 et 8.2, inscrivant des dépressions de

grandeurs respectives de 20% et 41,42%.

Tableau n°31: Nombre des feuilles des deux génotypes de la féve exposés au cuivre
(Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Nbr F Evolution %
04 19.8+3.11 /
Sidi Aich* 2004 19,6 + 1,52 1,01
400 B 11,8 +2,49 -40,40
0A 14 +235 /
Sup Aguadulce ® 2004 11,2 + 4,66 20
400 B 8,2+ 1,92 41,42
o
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Fig. 36 : I’évolution des moyennes (moyennes + écart-type) du Nombre de feuilles pour V1
(sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

Les résultats obtenus a partir de I’estimation de ce parametre durant les deux périodes
de traitement démontrent que 1’impact du cuivre sur le nombre des feuilles, dépend de sa

concentration et du matériel végétal utilisé. L’application du Cu a des concentrations
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croissantes induit une diminution du nombre de feuilles essentiellement a forte dose (D2 du
deuxieme période), ou on a enregistré une régression qui dépasse 40% chez les deux
génotypes testés.

2.2.1.3. Nombre de gousses

» Application 1

L’analyse de la variance (Tab.32) montre que la variation du nombre de gousses est
fortement influencée par la variation des doses de cuivre (p>0,05). Le facteur génotype
enregistre un effet trés hautement significatif sur cette variation avec p<0,005, I’interaction
des deux facteurs n’indique aucun effet significatif (p>0,05). Ce dernier résultat indique que

les deux génotypes testés ont manifesté des comportements identiques sous 1’effet du cuivre.

Les résultats obtenus suite a 1’estimation du nombre des gousses, montrent qu’une
divergence comportementale trés prononcée est constatée a travers les deux génotypes testés
(Fig.37). Chez le génotype Sidi Aich, I’application du cuivre a différentes concentrations
provoque une augmentation de nombre des gousses (Tab.32). Cependant, au niveau du
traitement D1 et D2, on a relevé respectivement des données moyennes de 10,2 et 9,4
exprimant des évolutions de 24,39% et 14,63% par rapport au témoin. Par contre chez le
génotype Sup Aguadulce, on a remarqué une chute de la production des gousses par plante
sous I’intensité du cuivre. En effet, le t¢émoin enregistre une valeur moyenne de 5,20 gousses,
a I’échelle du traitement D1 et D2, les régressions respectives de cette caractéristique sont de
I’ordre de 11,53% et 57,69% caractérisant des valeurs moyennes, dans 1’ordre, évaluées a 4.6
et 2.2 gousses par plant.

Tableau n°32: Nombre de gousses des deux génotypes de la féve exposés au cuivre

(Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) NG Evolution %
0 8,20 £ 3,56 /
Sidi Aich 100 10,2 +3,11 24,39
200 9,4 +2,40 14,63
0 5,20+ 1,30 /
Sup Aguadulce ® 100 4,6 +2,88 -11,53
200 2,2+0,44 -57,69
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Fig. 37 : I’évolution des moyennes de Nombre de gousses pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Application 2

L’analyse des résultats obtenus (Tab.28) démontre que la variation du nombre de
gousses est faiblement influencée par la deuxieéme application du cuivre a différentes
concentrations (p>0,05). La variabilité¢ génotypique influe d’une manicre significative sur
cette variation (p<0,05). L’interaction entre la nature du génotype testé et le facteur stress
métallique n’exerce aucun effet sur la fluctuation des niveaux de production des gousses par
plante (p>0,05). Ceci indique que, la réponse des deux génotypes testés s’avere identique face

au stress appliqué.

Les résultats moyens (Tab.33) montrent que I’application des doses croissantes de Cu
dans le substrat de culture induit une diminution du nombre des gousses. La diminution

enregistrée est trés différente a travers les génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, on enregistre pour le témoin un nombre évalué a 8,2. Pour
les lots D1 et D2, les valeurs moyennes sont respectivement évaluées a 6,8 et 4,2 inscrivant

des diminutions respectives par rapport au témoin de I’ordre de 17,07% et 48,78%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs moyennes du nombre des gousses sont
faibles par rapport a celles enregistrées par le premier génotype (Fig.38). De plus, on a signalé

des régressions d’ordre 23,07% et 15,38% respectivement pour les traitements D1et D2.
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Tableau n°33 : Nombre de gousses des deux génotypes de la féeve exposé€s au cuivre
(Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) NG Evolution %
04 8.2 +3,03 /
Sidi Aich * 200 AB 6,8 +3,35 17,07
400 B 42 +277 -48,78
04 52+1,92 /
Sup Aguadulce ® 20048 4+1,58 23,07
400 B 4,4+ 0,89 15,38
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Fig. 38 : I’évolution des moyennes (moyennes + écart-type) de Nombre de gousses pour V1
(sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

> Discussion

Apres avoir analysé les données qui concernent le nombre des gousses des deux
génotypes de feéves cultivées dans des milieux pollué avec le cuivre. La réduction de la récolte
qui a été enregistrée par les deux Génotypes se traduit par 1’effet nocif de cuivre sur
I’altération de la reproduction des plantes selon des mécanismes variés. Les résultats obtenus
au cours de la premiere période du traitement montrent que seul le génotype Sup Aguadulce
qui a été affecté par I’intensité du cuivre avec une diminution plus prononcée a concentration
D2, estimée a 57,69%. Durant la deuxiéme période du traitement, la production des gousses a
diminué chez les deux génotypes étudiés, la régression la plus marquée celle qui a enregistré

au lot D2 chez le génotype Sidi Aich (48,78%).
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Par exemple, chez Poa annua et Semnecio vulgaris, des expositions a des sols
contaminés par le cuivre engendrent, non seulement des diminutions du nombre d’individus
capables de produire des fleurs et des fruits, mais également des retards de floraison et de
fructification chez les individus reproductifs (Brun et al., 2003). La méme étude a également
révélé une baisse de la production de graines chez les individus exposés. Ryser et Sauder
(2006) ont également observé des retards et inhibitions de la floraison chez Hieracium
piloselloides poussant sur un sol riche en nickel et en cuivre. Ces auteurs notent en particulier

un effet sur la formation des capitules floraux.

D’autres métaux semblent agir préférentiellement au niveau du pollen. Ainsi, des
inhibitions de la germination et de la croissance du tube pollinique ont été observées chez
Vicia augustifolia, V. tetraspora et Plantago depressa exposées au cadmium (Xiong et Peng,
2001) et chez le kiwi Actinidia deliciosa exposé au chrome (Speranza et al., 2007). Par
ailleurs, Mohanty et al. (2004) expliquent la forte proportion d’infertilité du pollen (64%)
chez Oryza sativa exposé a I’aluminium par une fréquence ¢élevée d’aberrations
chromosomiques.

En sol contaminé, les plantes favorisent la reproduction végétative aux dépens de la
reproduction sexuée (Vidic et al. 2006) et les individus produisent moins de graines et de plus

petite taille (Brun et a/. 2003).

2.2.1.4. Hauteur de la tige

> Application 1

L'analyse des résultats obtenus (Tab.28), indique que la variation de hauteur des tiges
est fortement conditionnée par 1’application du cuivre (p<0,05). La nature des génotypes
testés influe d’une maniére trés hautement significative sur 1’¢laboration de cette
caractéristique (p<0,005). L’interaction des deux facteurs d’études n’indique aucun effet sur
cette variation (p>0,05). Ceci explique que les deux génotypes testés, ont manifesté¢ des

comportements similaires en présence de la contrainte métallique.

Les résultats dégagés a partir de I’estimation de cette caractéristique montrent que
I’application croissante de stress métallique entraine une diminution de la hauteur des tiges
des plantes (Tab.34). Chez le génotype Sidi Aich, au niveau du traitement témoin, on signale
110,9cm, valeur supérieure a celles enregistrées au niveau D1 et D2, ou ce paramétre affiche

respectivement 96,70 cm et 88,50 cm présentant des régressions respectives de 12,80% et
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20,19%. Chez le génotype Sup Aguadulce, dans les conditions optimales (témoin), les plantes
affichent une valeur évaluée a 77,1cm. Au niveau du traitement D1, on a enregistré la plus
faible hauteur estimée a 57,30cm. Cependant les plantes cultivées dans le traitement D2,
affichent une valeur moyenne de 63,90cm. Sous I’intensité du cuivre, cet abaissement

successif de la hauteur des tiges est d’ordre 34,55% (D1) et 17,12% (D2) par rapport au lot

témoin.

Tableau n°34: Hauteur de la tige en cm des deux génotypes de la féve exposés au cuivre

Résultats et Interprétations

(Application 2)
Génotype Dose de Cu (ppm) HT (cm) Evolution %
04 110,9 + 8,17
Sidi Aich® 1004 96,7010,12 -12,80
2004 88,50+16,02 20,19
04 77,1+ 18,54
Sup Aguadulce B 1004 57,30+24,49 -34,55
2004 63,90+17,26 17,12
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Fig. 39: I’évolution des moyennes de la hauteur de tige (cm) pour V1 (sidi Aich) et V2

(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’analyse des résultats (Tab.28) montre que la hauteur des tiges est significativement
influencée par I’augmentation de la dose de Cu (p<0.005). L’accroissement de 1’intensité¢ du

cuivre est accompagné d’une nette régression de la hauteur des tiges. Le facteur génotypique
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affecte également ces variations d’une maniére trés hautement significative (p<0.005).
L’interaction entre deux facteurs d’étude (dose de cuivre * génotype) n’a aucun effet sur les
variations de ce parametre (p>0,05). Ce qui indique que les deux génotypes se sont comportés

d’une maniére identique vis-a-vis de I’application de ce stress.

Les résultats obtenus a la suite de ’estimation de cette dernic¢re (Tab.35) montre que la
valeur la plus ¢élevée de la hauteur de la tige est enregistrée au niveau du traitement témoin,
elle est évaluée a 109,90 cm pour le génotype Sidi Aich, et 74,02 pour le génotype Sup
Aguadulce. Une dominance de la hauteur des tiges a été constatée par le génotype Sidi Aich
(Fig.40). Ces valeurs ont diminué¢ d’une facon plus importante au niveau de traitements D2
chez les deux génotypes testés, ce parameétre atteint respectivement 84,20 et 59,9cm et

présentant des régressions de 23,38% et 45,49% par rapport au lot témoin.

Tableau n°35 : Hauteur de la tige en Cm des deux Génotypes de la féve exposés au cuivre
(Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) HT (cm) Evolution %
0 109.90 + 7.40 /
Sidi Aich * 200 100.42 7.04 8,62
400 84.20+5.62 -23,38
0 74.02 + 8.47 /
Sup Aguadulce 200 71.50 = 9.49 3,40
400 59,9 + 6.60 -45,49
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Fig. 40 : I’évolution des moyennes de la hauteur de tige (cm) pour V1 (sidi Aich)
et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).
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2.2.2. Effet du cuivre sur la partie sous terraine de la feve

2.2.2.1. Volume racinaire

> Application 1

L’analyse des résultats obtenus (Tab.28) démontre que les variations des niveaux des
volumes racinaires sont grandement conditionnées par la contrainte métallique (p<0,005).
Sous les mémes conditions, la nature des génotypes expérimentés n’exerce aucune effet sur
cette variation (P>0,05). L’interaction de la variabilité génotypique conduite et la contrainte
métallique, semblent provoquer de faibles variations dans 1’expression de cette caractéristique
(P>0,05). Ceci indique que les deux génotypes testés, ont manifesté des comportements

similaires en présence de la contrainte métallique.

Les résultats obtenus (Tab.36), démontre que la pollution induit par le cuivre provoque
une nette diminution du volume racinaire et que cette diminution est plus prononcée au niveau
du lot D2. Ainsi que I’évolution de ce parameétre varie selon le génotype étudié (Fig.41). En
effet, dans le traitement témoin, le volume moyen de la racine est de 95ml chez le génotype
sidi Aich et 86ml chez le génotype super Aguadulce. L’application du stress métallique
provoque une régression de ce parameétre par rapport au témoin. On signale chez le génotype
Sidi Aich une diminution de 1’ordre de 56,84% a concentration D1 et 44,21% a concentration
D2, alors que chez le génotype super Aguadulce ces régressions s’estiment respectivement a
47,67% et 60,46%, au niveau des traitements, D1 et D2.

Tableau n°36 : Volume racinaire en ml des deux génotypes de la féve exposés au cuivre

(Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) V R (ml) Evolution %
04 95+ 17,32
Sidi Aich 100 ® 41,00+18,84 | -56,84
200 ® 53,00421,10 | -44,21
04 86 + 22,19
Sup Aguadulce 100 ® 45,00+£22,64 | -47,67
200 ® 34,00£11,40 | -60,46
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Fig. 41: I’évolution des moyennes de volume racinaire (ml) pour V1 (sidi Aich) et V2 (Super
Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

> Application 2

L’analyse des résultats obtenus (Tab.28) indique que D’application du cuivre a
différentes concentrations provoque une nette vacillation entre les niveaux des volumes
racinaires mesurés (p<0,005). Sous les mémes conditions, les variations de cette
caractéristique s’opeérent d’une maniere indépendante de la nature des génotypes conduits
(p>0.05). L’interaction des deux facteurs d’étude ne provoquent aucune modification notable
(p>0.05) dans I’¢laboration de ce volume. Cette observation indique que les deux génotypes

testés ont manifesté des comportements similaires en présence de la contrainte métallique.

Les résultats mentionnés (Tab.37) indiquent que le volume racinaire diminue d’une
facon importante avec 1’augmentation des doses appliquées. Chez le génotype Sidi Aich, les
plants du lot témoin, enregistrent la valeur la plus élevée estimée a 94 cm’. L’application du
cuivre a une dose D1, permet une régression du volume a un taux de 51,06%, et elle le sera

d’une valeur de 69,15% chez les plants issus du traitement D2.

Les mémes variations des volumes racinaires ont été observées pour le génotype Sup
Aguadulce. Ainsi, dans le lot témoin, la valeur moyenne relevée s’évalue a 85 cm’. Au niveau
des traitements, D1 et D2, ce parametre décroit par rapport au lot témoin, on signale
respectivement 62 cm® et 26 cm”, exprimant des régressions respectives de 1’ordre de 27,05%

et 69,41%.
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Tableau n°37 : Volume racinaire en ml des deux génotypes de la féve exposés au cuivre

(Application 2).
Génotype Dose de Cu (ppm) V R (ml) Evolution %
0" 94 + 8,94 /
Sidi Aich 200 ® 46 + 10,84 -51,06
400 © 29+ 7,42 -69,15
0" 85 + 20 /
Sup Aguadulce 200 ® 62 +17,89 -27,05
400 € 26 +822 -69,41
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Fig. 42: I’évolution des moyennes de volume racinaire (ml) pour V1 (sidi Aich)
et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

2.2.2.2. Longueur racinaire

> Application 1

L’analyse des résultats obtenus (Tab.28) démontre que les variations de la longueur
racinaire, sont grandement conditionnées par la variation des niveaux de stress métallique
(P<0.01). La nature des génotypes expérimentés n’exerce aucune effet significatif sur la
variation de la longueur racinaire (p>0,05). L’action combinée entre les facteurs d’étude
n’influe également, que faiblement sur cette variation (p>0,05). Cette constatation indique
que les génotypes testés ont manifesté des comportements presque identiques sous 1’effet du

cuivre.
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Les résultats moyens illustrés dans le tableau n°38, indique que la profondeur
d’enracinement est nettement diminuée dans les conditions du stress (Fig.43). Chez le
génotype Sidi Aich, on constate une réduction de 18,6% chez les plants du traitement D1, par
rapport au témoin. A 1’échelle du traitement D2, cette diminution est de 1’ordre de 15,4%. Ces

deux proportions présentent respectivement deux longueurs évaluées a 56 cm et 58,20 cm.

Chez le génotype Sup Aguadulce, la longueur moyenne la plus élevé est enregistrée par
les plants témoins (63,80cm). L’application du traitement métallique s’accompagne d’un
abaissement des longueurs racinaires, et ce au niveau des deux lots, D1 et D2, ou ce parameétre
enregistre respectivement 52,40cm et 58cm exprimant des diminutions de grandeurs

respectives, par rapport au témoin, de 17,86% et 9,06%.

Tableau n°38 : Longueur racinaire en cm des deux génotypes de la féve exposés au cuivre

(Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) LR (cm) Evolution %
04 68,80 + 2,39 /
Sidi Aich 100 B 56,00+7,71 -18,6
2008 58,20+12,30 -15,4
0A 63,80 + 2,95 /
Sup Aguadulce 100 B 52,40+5,50 -17,86
200 B 58,00+5,83 -9,09
80,00 -
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Fig. 43 : I’évolution des moyennes de la longueur racinaire (cm) pour V1 (sidi Aich) et V2
(Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).
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» Application 2

L'analyse des résultats obtenus (Tab.28), indique que les variations des longueurs
racinaires sont trés hautement influencées par les différentes applications du cuivre (p<0,005).
Ceci indique que ce facteur constitue une source de variation sur ce parametre. La variabilité
génotypique ne manifeste aucun effet sur cette variation (p>0,05). L’interaction des deux
facteurs d’étude n’exerce aucune variation notable (p>0,05) sur I’expression de cette
caractéristique. Ceci indique que les deux génotypes testés, ont manifesté des comportements

presque similaires en présence de la contrainte métallique.

Les résultats moyens illustrés dans tableau n°39, montrent que 1’application croissante
de cuivre s’accompagne d’une réduction de 1’¢longation des racines formées (Fig.44). D'une
maniére générale, c'est au niveau du lot témoin que les valeurs des longueurs racinaires sont
les plus élevées. Ainsi, on note chez le génotype Sidi Aich, une valeur moyenne estimée a
68,6 cm, alors que le génotype Sup Aguadulce, la longueur moyenne est de I’ordre de 64,4cm.
Sous le traitement métallique, les longueurs des racines chez le génotype Sidi Aich diminuent
progressivement pour atteindre 58,3cm et 48,4cm respectivement dans les traitements D1 et
D2. Les mémes tendances sont constatées chez le génotype Sup Aguadulce ou on reléve des

longueurs moyennes de 59,18 (D1) et 46 cm (D2).

Tableau n°39 : Longueur racinaire en cm des deux génotypes de la féve exposés au cuivre

(Application 2).
Génotype Dose de Cu (ppm) LR (cm) Evolution %
04 68,6 £ 2,53 /
Sidi Aich 200 ® 583+ 7,90 -15,01
400 © 48.4 +3 56 29,44
oA 64,4 +451 /
Sup Aguadulce 200° 59,18 5,20 -8,10
400 © 46 + 4,96 28,57
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Fig. 44 : 1’évolution des moyennes (moyennes + écart-type) de la longueur racinaire (cm)
pour V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400

ppm)
» Discussion
La réduction de la longueur et volume racinaire chez les deux Génotypes, occasionnée
par le cuivre, dépend étroitement des doses appliquées. En effet le Cu a des effets dépressifs
sur la croissance et le développement, racinaires de plusieurs espeéces, comme il a été
démontré chez le Vigna unguiculata L (Kopittke et Menzies 2006, Kopittke et al., 2007a, b,
2008), Triticum aestivum L cultivé en hydroponie (Kinraide et al., 2004) et pour la longueur

racinaire de Kummerowia stipulacea (Zhi-Ting et al., 2007).

Chez des plantes cultivées en milieu contaminé en Cu, on observe des inhibitions de la
croissance racinaire, des malformations des racines, une diminution de 1’élongation racinaire
(Cook et al. 1997, Brun et al. 2003, Inaba et Takenaka 2005). L’accumulation des métaux au
niveau de la masse racinaire est favorable a ’apparition de phénomenes de rhizotoxicité qui
se traduisent par une coloration brunatre et un épaississement des racines, une diminution de
I’¢élongation racinaire ainsi qu’une augmentation de leur ramification (Lexmond et van der
Vorm 1981 ; Panou-Filotheou et Bosabadilis 2004 ; Kopittke et Menzies 2006, Kopittke et al.
2007a, b). Ces symptomes sont principalement attribués a la rigidité des parois cellulaires par
I’adsorption massive des métaux qui prennent la place de Ca dans I’apoplasme, en particulier
au niveau de la zone d’¢longation. Cette rigidité de 1’apoplasme freine 1’élongation racinaire
et peut provoquer des ruptures au niveau des cellules du rhizoderme et du cortex externe qui
seraient dues a des vitesses de croissance différentes entre les cellules des cortex internes et

externes (Kopittke et al., 2008).

95



Chapitre III :

Résultats et Interprétations

2.3. Effet du cuivre sur ’anatomie de la tige

2.3.1. Le nombre des faisceaux cribro-vasculaires.

» Application 1

L’¢étude des résultats obtenus (Tab.40), montre que le nombre des faisceaux cribro-

vasculaires dépond faiblement a la variation des concentrations du cuivre (p>0,05). La nature
du génotype testée n’exerce aucun effet significatif sur la variation des niveaux de ce
paramétre (p>0.05). La méme observation a été signalée pour I’interaction des deux facteurs
d’étude (p>0,05). Ceci indique que les deux génotypes testés ont manifesté des

comportements identiques sous 1’effet du cuivre.

Tableau n°40 : probabilité « p » de I’analyse de la variance des parameétres anatomiques des

deux génotypes étudiés.

Application 1 Application 2
Variables Dose de | Génotype | Interaction | Dose de Génotype | Interaction
Cu (F1) | (F2) (F1xF2) Cu (F1) (F2) (F1xF2)
nombre des faisceaux cribro- 0,3403ns | 0,2523 ns | 0,5360ns | 0,9735ns | 0,5346ns | 0,7137 ns
vasculaires
gllf)tf;lcvz:fﬁ;ﬁz faisceaux | 7605ns | 0,2077 ns | 0,1288ns | 0,6990ns | 0,0024%%* | 02641 ns
Diamétre du métaxyléme 0,0868ns | 0,0133* | 0,3019 0,0029*** | 0,9621 ns | 0,3464 ns
Epaisseur de la paroi externe 0,5073ns | 0,0783 ns | 0,0602 ns | 0,5381ns | 0,1947 ns | 0,0724 ns

*variation significative
**variation hautement significative

Les résultats moyens (Tab.41), montre que 1’application de cuivre a des concentrations
croissantes n’affect que faiblement le nombre des faisceaux cribro-vasculaires chez deux

génotypes testés (Fig.45).

Chez le génotype Sidi Aich, les deux valeurs moyennes enregistrées dans les lots
Dlet D2 sont égales a 5, et présentant des régressions respectives de 1’ordre de 23,07% par
rapport a celle du lot témoin. Chez le génotype Sup Aguadulce, on enregistre des valeurs
¢gales chez les plantes issues des traitements témoin et DI1(5). L’application d’une
concentration D2 de CuS0O4.5H,0 entraine une légere diminution de cet élément, évaluée a

4.5, représentant une évolution de -10% par rapport a celle du lot témoin.
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Tableau n°41: Nombre des faisceaux cribro-vasculaires des deux génotypes de la feve
exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Nombre des faisceaux cribrovasculaires | Evolution %
0 6,5 /
Sidi Aich 100 5 -23,07
200 5 -23,07
0 5 /
Sup Aguadulce 100 5 0
200 4,5 -10
8 1
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Fig. 45 : I’évolution des moyennes du nombre des faisceaux cribro-vasculaire pour
V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’analyse des résultats (Tab.40) montre que 1’¢laboration de ce parameétre, n’est que
faiblement influencée par les différents facteurs d’étude. L’application du cuivre, la nature des
génotypes testés et leur interaction, ne permettent que de faibles variations des nombres
relevés (p>0.05).

Les résultats moyens obtenus a travers I’estimation de nombre des faisceaux cribro-
vasculaires (Tab.42), montrent que les variations manifestées sur ce parametre, sont d’ordres

différents a travers les deux génotypes testés (Fig.46).

Chez le génotype Sidi Aich, le nombre des faisceaux cribro-vasculaires enregistrés

chez les plantes issues des traitements témoin et au lot D2 sont égales (6,5). Par contre

97




Chapitre III : Résultats et Interprétations

I’application du cuivre a concentration D1 induit une diminution de ce parameétre par rapport
au témoin, estimée a 15,38%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, le témoin enregistre une valeur moyenne de 5
faisceaux. Les traitements D1 et D2 inscrivent des augmentations qui atteignent

respectivement, 6 et 5,5 faisceaux évaluant des progressions de 1’ordre de 20% et 10% %.

Tableau n°42 : Nombre des faisceaux cribro-vasculaires des deux génotypes de la feve
exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Nombre des faisceaux cribrovasculaires | Evolution %
0 6,5 /
Sidi Aich 100 5,5 -15,38
200 6,5 0
0 5 /
Sup Aguadulce 100 6 20
200 5,5 10
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Fig. 46 : I’évolution des moyennes du nombre des faisceaux cribro-vasculaire pour V1
(sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm).

2.3.2. Distance entre les faisceaux cribro-vasculaires

> Application 1
Au cours de cette phase d’application du stress, 1’analyse des résultats obtenus des

mesures du distance entre les faisceaux cribro-vasculaires (Tab.40) montre que 1’élaboration
de cette caractéristique n’est que faiblement influencée par les facteurs d’étude, I’application

du cuivre (p>0.05), la nature du génotype (p>0.05) ainsi que de leur interaction (p>0.05) .
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Les résultats moyens (Tab.43) montrent une nette variation des distances mesurées
entre les faisceaux cribro-vasculaires pour les deux génotypes étudiés.

Chez le génotype Sidi Aich, le témoin affiche une valeur moyenne estimée a
474,85um. Pour le traitement D1, la moyenne enregistrée inscrit une légere diminution de
467,18 um inscrivant une régression par rapport au témoin de 1,61%. Le traitement D2
enregistre une augmentation de 520,98 pm avec un accroissement de I’ordre de 9,71%.

Chez le génotype Sup Aguadulce, I’application croissante de cuivre entraine une nette
régression de la distance entre les faisceaux cribro-vasculaires (Fig.47). Pour le lot t¢émoin, on
signale une valeur moyenne de 582,02 um. Les traitements D1 et D2 inscrivent dans un ordre
respectif 484,02 et 496,96 um évaluant des régressions par rapport au témoin de 1’ordre de

16,83% et 14,61%.

Tableau n°43 : Distance entre les faisceaux cribro-vasculaires (um) des deux génotypes de la

feve exposés au cuivre (Application 1).

ist tre 1
Génotype Dose de Cu (ppm) . dis anc? CHHE 168 . Evolution %
faisceaux cribrovasculaires
0 474,85 + 20,37 /
Sidi Aich 100 467,18 £ 52,38 -1,61
200 520,98 £+ 69,25 9,71
0 582,02 + 74,46 /
Sup Aguadulce 100 484,02 + 81,66 -16,83
200 496,96 + 59,08 -14,61
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Fig. 47: I’évolution des moyennes de la distance entre les faisceaux cribro-vasculaire (um)
pour V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200

ppm).
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» Application 2

L’analyse des données obtenues (Tab.40), montre que 1’expression de cet élément est
faiblement conditionné par le cuivre (p>0,05). Le facteur génotype influe d’une manicre
hautement significative sur la variation de ce parameétre (p<0,005). L’interaction des deux
facteurs d’étude n’exerce aucune effet significative sur cette variation (p>0,05). Cela indique

que les deux génotypes testés présentent des comportements similaire face au ce stress.

Les résultats moyens mentionnés (Tab.44), montrent qu’une divergence

comportementale trés prononcée est constatée a travers les deux génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, les plants témoins enregistrent une valeur moyenne de
500,02 um. Cependant, pour ceux issus des traitements D1 et D2, les valeurs respectives de la
distance entre les faisceaux cribro-vasculaires sont de 1’ordre de 439,01um et 380,17 um,

manifestant des régressions de 1’ordre de 10,20% et 23,96%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs des moyennes de de la distance entre
les faisceaux cribro-vasculaires sont plus importantes que celles pour le premier génotype
(Fig.48). Pour le lot témoin, on signale une valeur moyenne de 561,07um. Les traitements D1
et D2 inscrivent dans un ordre respectif 567,65 et 600,96 um évaluant des progressions par

rapport au témoin de I’ordre de 1,17% et 7,11%.

Tableau n°44 : Distance entre les faisceaux cribro-vasculaires (um) des deux génotypes de la
feve exposés au cuivre (Application 2).

. distance entre les )
Génotype Dose de Cu (ppm) faisceaux cribrovasculaires Evolution %
0 500,02+35,26
Sidi Aich ® 100 439,01+96,22 -12,20
200 380,17+17,42 -23,96
0 561,07+56,24
Sup Aguadulce A 100 567,65+139,96 1,17
200 600,96+142,46 7,11
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Fig. 48 : I’évolution des moyennes de la distance entre les faisceaux cribro-vasculaire (pum)
pour V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400

ppm)

2.3.3. Diameétre du métaxyléme

> Application 1

L’analyse de la variance (Tab.40) montre que la variation du diamétre des
métaxylémes n’est pas tres affectée par I’ampleur de la pollution en cuivre. Ainsi, le facteur
dose de cuivre n’exerce aucun effet significatif (p>0.05) sur la variation de ce parameétre. A
I’opposé, le facteur génotypique influe d’une manicre significative (p<0.005) sur les
variations de ce parametre. L’interaction entre les deux facteurs d’étude a un effet non

significatif (p>0.05).

Les résultats moyens (Tab.52), inscrivent, une tendance a la régression des valeurs du
diametre des vaisseaux ligneux, accompagnant 1’application des différentes concentrations du
cuivre.

Ainsi, chez le génotype Sidi Aich, pour le lot témoin, on enregistre une valeur moyenne de
52,81um. Pour les lots D1 et D2, les valeurs relevées sont respectivement de 1’ordre de 51,18
et 49,23 um, évaluant ainsi des diminutions de I’ordre de 3,08% et 6,78%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs moyennes du diameétre enregistrées sont plus
faibles que celles enregistrées par le premier génotype (Fig.49). Pour le témoin, on enregistre

une valeur moyenne de 50,06 um. Pour les traitements D1 et D2, ces données sont estimées
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dans I’ordre, a 39,14 et 45,13um évaluant des régressions par rapport au témoin de 1’ordre de
21,81% et 9,84%.
Tableau n°45 : Diametre du méta-xyléme (um) des deux génotypes de la féve exposés au

cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) diamétre méta-xyléme Evolution %
0 52,81 = 6,50
Sidi Aich * 100 51,18+ 11,71 -3,08
200 49,23 + 8,80 -6,78
0 50,06 + 3,72
Sup Aguadulce ® 100 39,14 9,44 21,81
200 45,13 2,78 9,84

70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 A
mVvi
30,00 - av2
20,00 -

10,00 ~

Diameétre du meta-xyleme (um)

0,00 T T |

0 100 200 Cu (ppm)

Fig. 49 : I’évolution des moyennes du diameétre du méta-xyléme (um) pour V1 (sidi Aich)
et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’¢étude des résultats obtenus (Tab.40), montre que I’élaboration du diamétre du
métaxyleme est significativement influencée par I’application du cuivre (p<0,005). En effet,
I’accroissement de la concentration du cuivre appliqué provoque une réduction de diametre de
métaxyléme. La variabilité conduite n’exerce aucun effet significatif sur les variations
d’expression de ce paramétre (p>0.05).Ainsi que pour I’interaction des deux facteurs d’étude

(p>0,05).
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Les résultats moyens présentés dans le tableau n°46, montrent que 1’application des
doses croissantes de Cuivre provoque une diminution du diamétre des métaxylémes. La

grandeur de cette diminution est d’une ampleur différente a travers les deux génotypes testés.

Chez le génotype Sidi Aich, le témoin enregistre un diamétre moyen évalué a
49,74um. Pour les lots D1 et D2, on enregistre respectivement 39,58 et 46,98 um, inscrivant
ainsi des diminutions de I’ordre de 20,42% et 5,55%. La méme tendance d’évolution a été
signalée chez le génotype Sup Aguadulce (Fig.50). Ainsi le lot témoin inscrit une valeur
moyenne de 48,21 pm. Dans les traitements D1 et D2, les diamétres des métaxylémes sont
évalués respectivement a 43,20 et 45,13 um, représentant des évolutions régressives de
I’ordre de 10,39% et 6,38%.

Tableau n°46 : Diametre du méta-xyléme (um) des deux génotypes de la féve exposés au
cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) diameétre méta-xyleéme | Evolution %
0t 49,74 + 5,04 /
Sidi Aich 100 ® 39,58 + 8,59 20,42
200 4 46,98 + 6,07 -5,55
0t 4821 + 3,47 /
Sup Aguadulce 100 ® 4320+ 7,13 -10,39
200 * 45,13 +2.,97 -6,38
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Fig. 50 : I’évolution des moyennes du diameétre du méta-xyléme (um) pour V1 (sidi Aich)et
V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du cuivre (0, 200, 400 ppm)
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2.3.4. Epaisseur de la paroi externe des cellules épidermiques

» Application 1

L’¢étude des résultats obtenus (Tab.40), montre que 1’¢laboration de 1’épaisseur de la
paroi externe des cellules épidermiques est faiblement influencée par ’application du cuivre
(p>0,05). Egalement, la nature du génotype testé et 1’interaction des deux facteurs d’étude
n’exercent aucune effet significative sur cette variation (p>0,05). Ceci explique les

comportements identiques des deux génotypes testés, en réaction au stress métallique

appliqué.

Les résultats obtenus (Tab.47) montrent que [’augmentation des doses de Cu
appliquées provoque des évolutions controverses entre les deux génotypes testés (Fig.51).
Une augmentation d’épaisseur des parois externes en fonction de I’intensité du cuivre a été
constatée chez le génotype Sidi Aich. Cependant, les plants témoins enregistrent une
¢paisseur moyenne de 10,34 um. Les traitements D1 et D2 inscrivent dans un ordre respectif
11,28 et 15,12 um évaluant des augmentations par rapport au témoin de 1’ordre de 9,09% et
46,22%.Tandis que chez le génotype Sup Aguadulce, I’application croissante du cuivre
provoque une régression d’épaisseur de cet ¢lément. Au niveau du traitement D1 et traitement
D2, on a enregistré respectivement 8,56um et 8,45um, deux valeurs sont presque égales et
exprimant ainsi des réductions respectives de 1’ordre de 30,06% et 30,96% par rapport au lot
témoin.

Tableau n°47 : L’épaisseur de la paroi externe des cellules épidermiques (um) des deux
génotypes de la féve exposés au cuivre (Application 1).

Génotype Dose de Cu (ppm) Epaisseur de parois extérieures Evolution %
0 10,34 £ 1,62 /
Sidi Aich 100 11,28 £ 0,6 9,09%
200 15,12 £5,64 46,22%
0 12,24 £0,20 /
Sup Aguadulce 100 8,56 +0,47 -30,06
200 8,45+3,35 -30,96
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Fig. 51 : I’évolution des moyennes de 1’épaisseur de la paroi externe des cellules
épidermiques (um) pour V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du
cuivre (0, 100, 200 ppm).

» Application 2

L’étude des résultats obtenus (Tab.40) démontre que I’élaboration de 1’épaisseur de la
paroi externe des cellules épidermiques n’est que faiblement influencée par, 1’application du
cuivre (p>0.05), la nature de la variabilité conduite (p>0.05) ainsi que par leur interaction

(p>0.05).

Pour les résultats moyens (Tab.48), chez le génotype Sidi Aich, les plants témoins
enregistrent une épaisseur moyenne de 10.34 um. Cependant, pour ceux issus des traitements
D1 et D2, les valeurs respectives de 1’épaisseur sont de 1’ordre de 14.68 um et 10,46 pum,
manifestant des progressions de 1’ordre de 41,97% et 1,16%.

Chez le génotype Super Aguadulce, les valeurs des moyennes de 1’épaisseur de la paroi
externe sont plus faibles que celles pour le premier génotype (Fig.52). Pour le lot témoin, on
signale une valeur moyenne de 12,24 um. Les traitements D1 et D2 inscrivent dans un ordre
respectif 8,59 et 9,38 um évaluant des régressions par rapport au témoin de I’ordre de 29,82%

et 23,36%.
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Tableau n°48 : L’¢paisseur de la paroi externe des cellules épidermiques (um) des deux
génotypes de la féve exposés au cuivre (Application 2).

Génotype Dose de Cu (ppm) Epaisseur de parois extérieures Evolution %
0 10,34 + 1,62 /
Sidi Aich 100 14,68 + 3,20 41,97
200 10,46 £2,75 1,16
0 12,24 £0,20 /
Sup Aguadulce 100 8,59 + 4,57 -29,82
200 9,38 + 1,86 -23,36
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Fig. 52 : I’évolution des moyennes de 1’épaisseur de la paroi externe des cellules
épidermiques (um) pour V1 (sidi Aich) et V2 (Super Aguadulce) en fonction de la dose du
cuivre (0, 200, 400 ppm)

> Discussion

Sur le plan anatomique, la présente étude a montré que la contamination en cuivre,
suivant les doses retenues, agit différemment sur les parameétres étudiés. Ainsi, pour le
nombre de faisceaux cribro-vasculaires, le cuivre ne semble avoir aucun effet sur ce
parametre méme apres 1’incorporation de la doses 400 ppm. L’évolution de ce parametre
indique que le génotype Sidi Aich est le plus affecté par I’intensité du cuivre, avec une

diminution qui atteint jusqu’a 23,07% au cours de la premiere application.

Pour la distance entre les faisceaux cribro-vasculaires, 1’analyse a démontré que la
présence de cuivre dans le milieu n’exerce aucun effet significatif durant les deux périodes du
traitement. L’intensité du cuivre induit des variations différentes a travers les deux génotypes

testés. Au cours de la premiére application de cuivre, on remarque une diminution notable de
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ce parametre que chez le génotype Sup Aguadulce. Une situation inverse a été constatée
durant la deuxiéme application du cuivre, ou ce parametre est affecté uniquement chez le

génotype Sidi Aich, et surtout au niveau de traitement D2.

Pour le diamétre de metaxyléme, les résultats obtenus ont monté que 1’expression de
cette caractéristique est dépend de I’intensité du cuivre, et le matériel végétale utilisé. Ainsi
I’estimation de cette derni¢re indique une diminution de ce parametre dans tous les lots du
traitement avec le cuivre. Chez le génotype Sidi Aich, cette régression est accentuée au niveau
du traitement D1, de la deuxiéme application. Alors que chez I’autre génotype, le diamétre
des métaxyeles sont affectés d’une maniere trés prononcée durant la premiére application du
cuivre. Kasim (2005), a montré aussi que I’exposition des plants de vicia faba L a trois stress
métallique (stress avec le cuivre, avec le cadmium et le mélange entre eux), induit une

régression de diametre de métaxyleme.

Enfin, pour I’épaisseur de la paroi externe des cellules épidermiques, ce parametre n’est
pas influencé par la présence de cuivre dans le milieu. Les résultats obtenus ont montré une
tendance inverse entre les deux génotypes testés apres les deux applications du cuivre, ou
I’épaisseur est totalement diminuée chez le génotype Sup Aguadulce. Par contre, chez
génotype Sidi Aich, on a signalé une augmentation de ce parametre méme apres la deuxiéme

application de cuivre.
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Conclusion générale

La phytotoxicité par I’exposition aux métaux lourds et en particuliere le cuivre,
constitue I'une des contraintes majeures qui entravent le développement et la productivité¢ des
especes veégétales. L'impact de ce stress se pergoit en particulier chez les plantes a utilisation
agricole. Les résultats obtenus dans le présent travail, ont permet d’évaluer les effets
engendrés par ce stress métallique sur le comportement physiologique, morphologique et
structural chez deux génotypes de feéve expérimentés, évalués a différents stades de

développement de la plante.

L’ensemble des observations mesurées concernant les processus de germination, ont
permit de constater que ’application du cuivre sur les plants du génotype Sidi Aich, est
accompagnée d’une nette inhibition du taux d’imbibition des graines, en particulier en
présence de la concentration de 200ppm. Une situation controverse est observée chez les
graines du génotype Super Aguadulce, ou I’application du stress a induit un accroissement de
la prise d’eau. Concernant D’activit¢é des o-amylases, les observations indiquent un
accroissement de son acuité suite ’application du cuivre dans le milieu de germination,
principalement a partir de la dose (200ppm), surtout chez le génotype Sidi Aich. L application
des mémes conditions expérimentales a conduit, a de fortes inhibitions de 1’¢longation

radiculaire, et a des diminutions de cette caractéristique dans les limites de 30%.

L’exposition des deux génotypes aux différentes concentrations de cuivre a provoqué
des accumulations de la proline et des sucres solubles dans les feuilles. Les augmentations de
la proline constatées sont comprises entre 55% et 105%, a 1’exception du lot traité par
200ppm du génotype Super Aguadulce, ou elle a atteint 286%.

L’intensité de stress imposé par le cuivre a occasionné des progressions des sucres solubles
qui varient entre 15% et 80% pour les deux génotypes, avec une accumulation toujours plus
importante constaté¢ chez le génotype Sup Aguadulce. Ces constatations prouvent une

variabilité comportementale assez prononcée chez cette espece.

L’étude de I’effet du cuivre sur le statut hydrique des plantes, a partir de 1’évaluation
de la teneur relative en eau, a montré que cet effet ne se manifeste qu’aprés le deuxiéme
traitement, ou ce parametre enregistre chez les deux génotypes des diminutions entre 15% a

20%.
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Cette situation est accompagnée d’une variation des potentiels osmotiques, avec un
abaissement de I’ordre de 10% signalé durant la premicre application pour les plants du sidi
Aich traités a 100ppm. Au dela, le potentiel osmotique reste compris entre 0,34% a 10%, ces

valeurs sont 1égerement supérieurs a celles enregistrées dans les conditions optimales.

L’activité photosynthétique a été fortement inhibée suite a 1’exposition au cuivre. Les
résultats indiquent que 1’application du cuivre s’accompagne d’une nette diminution des
teneurs en pigments photosynthétiques. Ainsi, les teneurs en chlorophylle a et a+b, présentant
des diminutions durant les deux périodes du traitement, avec des taux de 58% enregistrée chez
le génotype Sup Aguadulce et 48% chez le génotype Sidi Aich.

Les teneurs en caroténoides sont également réduites de 17 a 46%, sauf qu’au niveau du lot

D1, le génotype Sidi Aich présente une valeur égale a celle de témoin.

Les doses croissantes de Cu SO4.5H,0 ont été a 1’origine de I’abaissement du taux des
protéines totales. Ces constatations ont été signalé¢ dans les graines des deux génotypes. Les
résultats obtenus ont montré que la régression de ce paramétre peut atteindre jusqu’a 30%, ce

qui rend la qualité de ce produit vulnérable et sensible a ce stress.

La biomasse a subit une forte réduction en fonction de 1’accroissement des dose de
cuivre appliquées. Ces réductions ont touché les deux parties (caulinaire et radiculaire) des
plantes. Ainsi, le génotype super Aguadulce a été le plus affecté par ce stress, et la diminution
des poids sec enregistré pour la partie aérienne ou souterraine avoisine les 60% (D2). La

méme tendance a été signalée pour le génotype Sidi Aich.

Les manifestations de la phytotoxicité du cuivre se résument par une diminution de la
croissance des feuilles qui conduit a une réduction de la surface foliaire. Cette observation se
fait progressivement avec 1’augmentation de la concentration de cuivre pour le génotype sidi
Aich. Tandis que, chez le génotype super Aguadulce, cette diminution n’a affecté que les
plants issus du lot D1 (-6,55%). Pour le nombre des feuilles, I’accroissement de 1’intensité du
cuivre, et surtout a forte dose (D2 de la deuxiéme application), occasionne leur réduction a
une hauteur de 40%. L’application du cuivre permet également une forte inhibition de la
croissance en longueur de la tige, prouvée dans ce cas par une nette réduction de sa longueur

chez les plantes soumises a ce stress.
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L’effet du cuivre sur la morphogenese racinaire est perceptible a un niveau plus accentué. A
des doses stressantes, la croissance en longueur des racines et leur ramification se trouvent

grandement inhibées, et ce chez les deux génotypes expérimentés.

L’exposition des plantes de la féve a des doses ¢€levées de cuivre limite la production
finale des gousses. Cette action s’accentue avec 1’accumulation du cuivre au niveau du

substrat de culture.

Sur le plan anatomique, les effets de 1’application du cuivre restent trés variables, a
travers les différents parameétres retenus et selon les génotypes testés. D une manicre générale,
on constate une réduction du nombre de faisceaux cribro-vasculaires, essentiellement au cours

de la premicre application du stress.

L’une des principales constatations émanant de I’application du cuivre concerne, les
variations du diametre des éléments conducteurs du xyleme. Ces résultats démontrent une
réduction de ces diameétres, ce qui induirait I’accroissement de leur résistance hydraulique.
Parmi les réactions manifestées par les plants soumis au stress avec le cuivre, s’inscrivent

celles affectant 1’épaississement de la paroi externe des cellules épidermiques.

Enfin, il conviendrait de suivre cette étude par des travaux évaluant la localisation et la

dynamique du cuivre au sein de la plante.
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Annexes



Annexe n°l : Composition de la solution nutritive.

Elément chimique Quantité
N 20%
P,0s 20%
K,O 20%
S 0.8%
MgO 0.4%
Fe EDTA 650 ppm
Mn 650 ppm
Mo 50 ppm
SO3 0.8%
Cu 60 ppm
Zn 300 ppm
Bore (B) 300 ppm

Annexe n°2 : Analyse de la variance des parameétres biologiques
- Longueur de la radicule.

S.C.E DDL | C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 2 1 2 13,239 0,00342
Génotype (F2) 1,12 0,56 | 3,707 0,05502
Var. inter F1*2 0,04 2 0,02 0,132 0,87717
Var. residuelle 1 1,813 12 | 0,151
- PARAMETRE PHYSIOLOGIQUES
- Teneur en eau relative (application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 50.179 25.089 0.457 0.64083
Génotype (F2) 81.76 1 81.76 1.491 0.2253
Var. inter F1*F2 82.625 41.312 0.753 0.47966
Var. residuelle 1 2961.439 54 54.841
- Teneur en eau relative (application 2)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 740.921 370.461 8.394 0.00534
Génotype (F2) 9.768 1 9.768 0.221 0.65
Var. inter F1*F2 30.154 15.077 0.342 0.72094
Var. residuelle 1 529.588 12 44.132
- Potentiel osmotique (application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 98686.78 2 49343.39 2.232 0.14863
Génotype (F2) 48880.25 1 48880.25 2.211 0.15998
Var. inter F1*F2 181565.4 2 90782.72 4.107 0.05321
Var. residuelle 1 265272.7 12 22106.05




- Potentiel osmotique. (Application 2)

S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 56380,33 2 28190,16 7,014 0,00965
Geénotype (F2) 63249,39 63249,39 15,737 | 0,00192
Var. inter F1*F2 20522,13 2 10261,06 2,553 0,1179
Var. residuelle 1 48230,66 12 4019,221
- Teneur en chlorophylle a (application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 51.497 25.748 2.589 0.08255
Génotype (F2) 102.296 1 102.296 10.286 0.00238
Var. inter F1*2 174.157 87.078 8.756 0.00059
Var. residuelle 1 537.048 54 9.945
- Teneur en chlorophylle a (application 2)
S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 169.979 84.989 8.906 0.00435
Génotype (F2) 20.136 1 20.136 2.11 0.16927
Var. inter F1¥F2 5.36 2.68 0.281 0.76278
Var. residuelle 1 114.513 12 9.543
- Teneur en chlorophylle b (application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 0.485 2 0.243 0.039 0.96218
Génotype (F2) 1.495 1 1.495 0.238 0.6329
Var. inter F1*F2 14.592 2 7.296 1.162 0.32086
Var. residuelle 1 338.919 54 6.276
- Teneur en chlorophylle b (application 2)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 12.295 6.148 4.068 0.04421
Génotype (F2) 0.172 1 0.172 0.114 0.73987
Var. inter F1¥F2 2.19 1.095 0.725 0.50828
Var. residuelle 1 18.134 12 1.511
- Teneur en chlorophylle a+b (application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 60.12 2 30.06 6.166 0.004
Génotype (F2) 129.621 1 129.621 26.59 0.00001
Var. inter F1*F2 291.657 2 145.829 29914 0
Var. residuelle 1 263.242 54 4.875




- Teneur en chlorophylle a+b (application 2)

S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 276.305 138.153 7.653 0.00728
Génotype (F2) 24.23 1 2423 1.342 0.26885
Var. inter F1*F2 13.897 6.949 0.385 0.69264
Var. residuelle 1 216.612 12 18.051
- Teneur en Caroténoides (application 1)
S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 19.957 2 9.979 3.186 0.04805
Génotype (F2) 15.173 1 15.173 4.844 0.03036
Var. inter F1*F2 6.161 2 3.081 0.983 0.38245
Var. residuelle 1 169.142 54 3.132
- Caroténoides (application 2)
S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 9.338 2 4.669 6.638 0.01146
Génotype (F2) 0.005 1 0.005 0.007 0.93262
Var. inter F1*F2 1.172 2 0.586 0.833 0.46135
Var. residuelle 1 8.441 12 0.703
- Protéines brutes (application 1)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 417.078 2 208.539 488.301 0
Génotype (F2) 63.78 1 63.78 149.342 0
Var. inter F1*F2 8.244 2 4.122 9.652 0.00327
Var. residuelle 1 5.125 12 0.427
- Protéines brutes (application 2)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 357.258 178.629 395.712 0
Génotype (F2) 239.653 1 239.653 530.897 0
Var. inter F1*F2 2.8 1.4 3.102 0.081
Var. residuelle 1 5.417 12 0.451
- Teneur en proline (application 1)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 34339,36 2 17169,68 1,335 0,29985
Génotype (F2) 1043,297 1 1043,297 0,081 0,77666
Var. inter F1*2 9470,734 2 4735,367 0,368 0,70346
Var. residuelle 1 154341 12 12861,75




- Teneur en proline (application 2)

S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 14730.02 7365.008 4.963 0.0266
Génotype (F2) 3024.699 1 3024.699 2.038 0.17629
Var. inter F1*2 3308.818 1654.409 1.115 0.36097
Var. residuelle 1 17807.7 12 1483.975
- Teneur en sucre soluble (application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 7516,646 3758,323 2,145 0,15849
Génotype (F2) 1106,732 1 1106,732 0,632 0,44725
Var. inter F1*2 59,439 29,72 0,017 0,9841
Var. residuelle 1 21021,18 12 1751,765
- Teneur en sucre soluble (application 2)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 12484.97 6242.486 8.759 0.00461
Génotype (F2) 12708.74 1 12708.74 17.832 0.00124
Var. inter F1¥2 28.275 14.138 0.02 0.98123
Var. residuelle 1 8552.371 12 712.698
- Poids sec de la partie racinaire. (application 1)
S.C.E DDL CM. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 9.811 4.905 3.564 0.04325
Génotype (F2) 10.8 1 10.8 7.847 0.00961
Var. inter F1*¥F2 3.096 1.548 1.125 0.34222
Var. residuelle 1 33.032 24 1.376
- Poids sec de la partie racinaire (application 2)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 63.725 31.862 41.016 0
Génotype (F2) 0.385 1 0.385 0.496 0.49457
Var. inter F1*F2 2.661 1.33 1.713 0.20029
Var. residuelle 1 18.644 24 0.777
- Poids sec de la partie aérienne. (Application 1)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 44.579 2 22.289 1.774 0.18967
Génotype (F2) 61.061 1 61.061 4.859 0.03554
Var. inter F1*F2 16.994 2 8.497 0.676 0.52237
Var. residuelle 1 301.584 24 12.566




- Poids sec de la partie aérienne. (Application 2)

S.C.E DDL CM. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 355.2 2 177.6 21.487 0.00001
Génotype (F2) 100.467 1 100.467 12.155 0.00198
Var. inter F1*F2 77.064 2 38.532 4.662 0.01921
Var. residuelle 1 198.372 24 8.266
- Paramétres morphologiques
- La surface foliaire.
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 518.893 259.446 1.576 0.21462
Génotype (F2) 49.593 1 49.593 0.301 0.59206
Var. inter F1*F2 1616.125 808.063 4.908 0.01097
Var. residuelle 1 8890.244 54 164.634
- Nombre de feuilles. (Application 1)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 97.067 48.533 3.6 0.04209
Génotype (F2) 208.033 1 208.033 15.429 0.0007
Var. inter F1*F2 8.267 4.133 0.307 0.74265
Var. residuelle 1 323.6 24 13.483
- Nombre de feuilles. (Application 2)
S.C.E DDL CM. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 305.867 152.933 15.659 0.00006
Génotype (F2) 246.533 1 246.533 25.242 0.00005
Var. inter F1*F2 29.867 14.933 1.529 0.23614
Var. residuelle 1 234.4 24 9.767
- Nombre de gousses (Application 1)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 12.867 6.433 1.005 0.38267
Génotype (F2) 208.033 1 208.033 32.505 0.00001
Var. inter F1*F2 22.467 11.233 1.755 0.19283
Var. residuelle 1 153.6 24 6.4
- Nombre de gousses (Application 2)
S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA
Dose de cuivre(F1) 12,867 2 6,433 1,005 0,38267
Génotype (F2) 208,033 1 208,033 32,505 0,00001
Var. inter F1*F2 22,467 2 11,233 1,755 0,19283
Var. residuelle 1 153,6 24 6,4




- Hauteur de tige. (Application 2)

S.C.E DDL CM. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 2021.602 2 1010.801 3.638 0.04085
Génotype (F2) 7970.701 1 7970.701 28.69 0.00002
Var. inter F1*F2 279.198 2 139.599 0.502 0.6164
Var. residuelle 1 6667.7 24 277.821
- Hauteur de tige (Application 2).
S.C.E DDL CM. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 3099.522 1549.761 20.113 0.00001
Génotype (F2) 8049.134 1 8049.134 104.46 0
Var. inter F1*F2 98.832 49.416 0.641 0.54002
Var. residuelle 1 1849.308 24 77.054
- Longueur racinaire (Application 1)
S.C.E DDL CM. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 762.867 381.433 7.908 0.00239
Génotype (F2) 64.533 1 64.533 1.338 0.25794
Var. inter F1*F2 30.467 15.233 0.316 0.73614
Var. residuelle 1 1157.6 24 48.233
- Longueur racinaire (Application 2)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 1886.264 2 943.132 36.891 0
Génotype (F2) 27.265 1 27.265 1.066 0.31317
Var. inter F1*F2 33.171 2 16.585 0.649 0.5362
Var. residuelle 1 613.568 24 25.565
- Volume racinaire (Application 1)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 14885 2 7442.5 19.98 0.00001
Génotype (F2) 480 1 480 1.289 0.26699
Var. inter F1*F2 665 2 332.5 0.893 0.42544
Var. residuelle 1 8940 24 372.5
- Volume racinaire (Application 2)
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
Dose de cuivre(F1) 19355 2 9677.499 55.832 0
Génotype (F2) 13.33 1 13.33 0.077 0.78016
Var. inter F1*F2 851.67 2 425.835 2.457 0.10525
Var. residuelle 1 4160 24 173.333




- Paramétres anatomiques

- Nombre des faisceaux cribro-vasculaire (Application 1)

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 2,167 2 1,083 1,3 0,34039
Génotype (F2) 1,333 1 1,333 1,6 0,25234
Var. inter F1*F2 1,167 2 0,583 0,7 0,53603
Var. residuelle 1 5 6 0,833
- Nombre des faisceaux cribro-vasculaire (Application 2)
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 0,167 2 0,083 0,028 0,97358
Génotype (F2) 1,333 1 1,333 0,444 0,53462
Var. inter F1*F2 2,167 2 1,083 0,361 0,71371
Var. residuelle 1 18 6 3
- Distance entre les faisceaux cribro-vasculaire (Application 1)
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 11424,14 2 5712,07 1,448 0,26055
Génotype (F2) 6666,297 1 6666,297 1,69 0,20771
Var. inter F1*F2 18025,38 2 9012,691 2,285 0,12884
Var. residuelle 1 70984,76 18 3943,598
- Distance entre les faisceaux cribro-vasculaire (Application 2)
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 6673,344 3336,672 | 0,372 0,69909
Génotype (F2) 112328,1 112328,1 | 12,515 0,0024
Var. inter F1*F2 25719,23 12859,62 1,433 0,26415
Var. residuelle 1 161553,2 18 | 8975,18
- Diametre de méta-xyleme (Application 1)
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 356,616 178,308 2,569 0,0868
Génotype (F2) 457,184 457,184 | 6,586 0,01339
Var. inter F1*F2 171,129 85,564 1,233 0,3019
Var. residuelle 1 2915,423 42 69,415




- Diametre de méta-xyleme (Application 2)

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 468,174 234,087 | 6,757 0,00298
Génotype (F2) 0,074 0,074 0,002 0,96211
Var. inter F1*F2 75,56 37,78 1,09 0,3464
Var. residuelle 1 1455,078 42 34,645
- Epaisseur des parois externe des cellules épidermiques (Application 1)
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 11,232 5,616 0,726 0,50739
Génotype (F2) 28,041 28,041 3,627 0,07838
Var. inter F1*F2 55,072 27,536 3,562 0,06022
Var. residuelle 1 92,768 12 7,731
- Epaisseur des parois externe des cellules épidermiques (Application 2)
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA
Dose de cuivre(F1) 9,879 4,939 0,661 0,53818
Génotype (F2) 13,942 13,942 1,866 0,19475
Var. inter F1*F2 48,89 24,445 3,271 0,07248
Var. residuelle 1 89,669 12 7,472




Annexe n°3 : Photos des graines soumises aux différentes doses de cuivre (mesure de la longueur
de la radicule).

En haut : le génotype Sidi Aich, en bas : le génotype Super Aguadulce.
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Abstract

Copper is one of the most toxic heavy metals, it causes considerable damage in plants. This
work is to follow the behavior of the bean (Vicia faba L.) copper with stress of copper. This plant is
used as a model in ecotoxicological studies due to its large amount of biomass and its short growing
season.

The objective of our work is to study the influence of copper as sulfates CuSO4.5H20 at
doses of 0, 100 and 200 ppm, the morpho-physiological, anatomical and mechanisms behavior
involved in the process of seed germination of plants from both varieties sidi Aich and super
Aguadulce. The plant has been stressed at doses of copper of 0, 100 and 200 ppm. This stress was
applied twice during the growing cycle of the plant.

The results indicate that seed germination is perturbed and the mechanisms controlling this
process are changeable due to this stress. The presence of copper decreases the photosynthetic
activity and production of biomass parameters accompanied by a reduction of the protein content in
the grains of the culture. These results also show an accumulation of soluble sugars and proline,
expressing a mechanism for regulating of the potentiel internal face of the action of metal stress.
The effect of copper stress and type of the plant variety is significant on the anatomic parameter of
the plant.

These results suggest that the presence of copper in high doses alters the normal functioning
and development of plants by disturbances on the morphological, physiological, biochemical and
anatomical behavior of the plant.

KEYWORDS: Copper, genotype, stress, Vicia faba, physiological behavior, morphological
behavior, anatomical behavior, Sidi Aich, Super Aguadulce




RESUME

Le cuivre est I'un des métaux lourds les plus toxiques, il cause des dégats considérables au
niveau des plantes. Ce travail consiste a suivre le comportement de la féve (Vicia faba L.) face au
stress de cuivre. Cette plante est utilisée comme modele dans les études écotoxicologiques grace a
sa biomasse importante et a son cycle végétatif court.

L’objectif de notre travail est d’étudier I’influence du cuivre sous forme de sulfates
CuS04.5H20 a des doses de 0, 100 et 200 ppm, sur le comportement morpho-physiologique,
anatomique et sur les mécanismes intervenant dans le processus de la germination des grains des
plants issus de deux variétés sidi Aich et super Aguadulce. La plante a été stressée a des doses de
cuivre de 0, 100 et 200 ppm. Ce stress a ¢té appliqué deux fois durant le cycle végétatif de la
plante.

Les résultats trouvés révelent que la germination des graines est perturbée et les mécanismes
controlant ce processus s’averent trés modifiés suite a ce stress. La présence du cuivre diminue
I’activité photosynthétique et la production des parametres de la biomasse accompagnée d’une
réduction de la teneur en protéines au niveau des grains de la culture. Ces résultats montrent
¢galement une accumulation des sucres solubles et de la proline, exprimant un mécanisme de
régulation du potentiel interne face a I’action du stress métallique. L’effet du stress de cuivre et la
nature du génotype testé est significatif sur le comportement anatomique de la plante.

Ces résultats suggéerent que la présence du cuivre en fortes doses modifie le fonctionnement
et le développement normal des plantes par des perturbations sur le plant morphologique,
physiologique, biochimiques et anatomique.

Mot1s CLES : Cuivre, génotype, stress, Vicia faba, Sidi Aich, Super Aguadulce, paramétres

morphologiques, parameétre physiologiques, parameétre anatomiques.
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