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INTRODUCTION

Depuis plus de cinquante ans, la pollution est I'un des plus graves problémes auxquels est
confronté notre monde moderne. (Zaafour, 2014), Un probléme environnemental majeur, la
contamination du sol, par une diversité de composants (Adriano, 2001 ; Alkorta etal.,
2004).... Les métaux lourds sont parmi les polluants les plus dangereux, car ils ne peuvent pas
étre dégradés et leurs concentrations augmentent régulierement dans les différents
compartiments des écosystemes (Zorrig , 2004) Une fois dans le sol, les métaux lourds
peuvent étre redistribués, en migrant avec la solution du sol. Leur devenir dans
I’environnement est trés variable. Leurs concentrations ne cessent d’augmenter constituant
un danger potentiel par bio-accumulation (Wang et al., 2003). A cette catégorie appartiennent
différents éléments tels que le plomb, le mercure, le cadmium, le cuivre, le zinc, et le fer
...dont la présence est fortement aggravée par les activités humaines dans le profile de
développement agricole et industriel.

Le plomb, est I’un des contaminants les plus répandus dans I’environnement, toxique méme a
faible concentration (Jarup, 2003; Dazy, 2008). Au cours de I’histoire, le plomb a été utilisé
pour de nombreuses applications, une fois le sol contaminé, il pénétre dans la plante et
perturbe les mécanismes de celle-ci, induisant par conséquent un arrét de la photosynthese
(Kupper et al., 1996) ; une production d’espéces réactives de 1'oxygéne qui perturbent le statut
redox des cellules, causant un stress oxydant (Pourrut et al. 2008; Liu et al. 2008; Grover et
al. 2010; Yadav, 2010).

Le cadmium, est un métal lourd dont la toxicité n'a eveillé I'attention qu'a partir des années
cinquante, composant naturel des roches et du sol (Sherlock, 1984), métal trace non-essentiel,
Il représente un réel probléme environnemental tant qu’il contamine les végétaux et les tissus
animaux. Comme le cadmium du sol est généralement tres phytodisponible, il peut étre
accumulé dans les cultures et transféré dans la chaine alimentaire. Toxique a de tres faibles
concentrations ; il est considéré de 2 a 20 fois plus toxique que les autres métaux lourds
(Johnson et al., 2003 et, pour (Gérard, 2001). il constitue le quatrieme métal le plus toxique
pour les plantes vasculaires. Bien qu’un nombre restreint de plantes tolérent et/ou accumulent
de fortes teneurs de ce métal, toutes les plantes manifestent des symptdmes de toxicité qui
apparaissent également chez les plantes tolérantes pour de plus fortes concentrations en métal,
or ces métaux entrainent souvent des effets néfastes pour les organismes. L’accumulation
excessive du plomb par exemple dans les tissus est toxique pour la plupart des plantes,

conduisant a des diminutions de la germination, de I’allongement racinaire, de la biomasse, et

:



une inhibition de la biosynthése chlorophyllienne (Sharma et Dubey, 2005; Brunet et al.,
2009; Piotrowska et al., 2009; Sing et al., 2010). Cette fonctionnalité est connue pour étre une
cause majeure de la toxicité des metaux lourds.

Des travaux de recherche sont donc nécessaires pour répondre aux attentes dans les domaines
de la phytoremédiation des sols (Cunningham et Berti, 1993) et surtout de la sécurité
alimentaire (plantes potageres cultivées dans des jardins proches d'installations industrielles
par exemple). En effet, il faut pouvoir s’assurer de I’innocuité des végétaux destinés a étre
consommeés par les étres humains.

Dans cette optique, que se situe le présent mémoire dont I’objectif majeur est I’évaluation de
la phytotoxicité des deux métaux lourds a savoir le plomb et le cadmium a différentes
concentrations sur une légumineuse fabacée (la feve : Vicia faba) comme model végeétale
Dans ce contexte général, les enjeux scientifiques consistaient a étudier 1’effet toxiques sur
les paramétres morphologiques, physiologiques et le pouvoir phytoaccumulateur

Dans le corps du manuscrit, la démarche scientifique est décrite en fonction des trois
chapitres.

_ Chapitres 1. synthese bibliographique : Nous allons donc, dans un premier temps rappeler
I’état des connaissances sur I’ensemble des ETM, le plomb et, le cadmium ainsi qu’une
description générale de I’espece végétale la feve.

_ Chapitre Il. Matériels et méthodes : ou nous allons détailler ’ensemble des manipulations
abordées au niveau de laboratoire.

_ Chapitre 1l1. Résultats et discussion : ce dernier est consacré aux résultats obtenus et leur
discussion relative aux expérimentations adoptées. A la fin de notre mémoire nous allons

présenter une simple conclusion sur ce sujet.

-
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ds

I- Les métaux lourds

I.1- Définition des métaux lourds
Les définitions du terme « métal lourd » ou élément trace métallique (ETM) sont multiples
IIs peuvent étre également définis comme tous les éléments métalliques a partir de la
quatrieme période de la classification des ¢léments. (Seregin and Ivanov., 2001).
D’un point de vue purement chimique, les €¢léments de la classification périodique formant
des cations en solution sont des métaux.
D’un point de vue physique, le terme < métaux lourds > désigne les éléments métalliques
naturels, métaux ou dans certains cas métalloides (environ 65 éléments), caractérisés par une
forte masse volumique supérieure a 5 g.cm3 (Adriano, 2001).
D’un point de vue biologique, on en distingue deux types en fonction de leurs effets
physiologiques et toxiques : métaux essentiels et métaux toxiques.

= Lesmétaux essentiels : sont des ¢léments indispensables a I’état de trace
Pour de nombreux processus cellulaires et qui se trouvent en proportion tres faible dans les
tissus biologiques (Loué, 1993). Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration
dépasse un certain seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe).
(Adriano, 2001).

= Lesmétaux toxiques : ont un caractére polluant avec des effets toxiques
Pour les organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique
connu pour la cellule. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd), le
chrome (Cr), I’arsenic (As) Ce sont les métaux lourds les plus fréquents Ils contaminent de
nombreux sites a travers le monde. D’ailleurs ont été identifiés comme agents chimiques de
préoccupation majeure a I’échelle mondiale pour la sant¢ humaine par 1’Organisation

Mondiale de la Santé (OMS) (Pacyna et al., 2001;World Health Organisation, 2016).
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I.2-Origines des métaux lourds

Les métaux lourds peuvent provenir de plusieurs sources D’origine naturelle ou anthropique

1.2.1-Origine naturelle

Les ETM proviennent soit de I’éruption volcanique qui est a 1’origine de 80% de 1’émission
naturelle, soit I'altération des continents ; les incendies de foréts et les sources biogéniques
(Jarvis et Leung, 2002).

Ils sont transportés par la suite, vers les sols soit par le vent, soit par les eaux de précipitation
le sol peut retenir jusqu’a un certain seuil de concentration en métaux. Ils sont le plus souvent
stockés pendant les périodes seéches, remobilisés et entrainés pendant les périodes de pluie.
(Laperche et al., 2004).a titre d’exemple, parmi ces ETM, le plomb, est par importance le
36¢me ¢élément constituant 1’écorce terrestre et il est considéré comme un polluant primaire
persistant, non biodégradable et ne perd pas sa toxicit¢ avec le temps (Mielke et

Reagan,1998). Sa durée de vie dans le sol est d’environ 1700 ans (Baize, 1997).

Les métaux lourds trouvés naturellement dans la nature (Dung Huynh, 2009), sont présents
Dans I'eau, l'air et le sol.

Ces ¢léments proviennent d'abord de phénomenes naturels (fond pédo-géochimique naturel)
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Figure 1. Origine des ¢léments traces métalliques dans le sol (Denis Baize, 1997)
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1] héritage de la roche-mére (composition chimique de la roche - sans oublier de prendre en
compte également les formations superficielles) ;

2] cycle bio-géochimique : des éléments sont adsorbés par les racines dans tous les horizons,
assimilés par les plantes et libérés plus tard soit dans le sol (décomposition des racines) soit a
la surface (débris des parties aériennes, litieres forestiéres) ;

3] transferts pédologiques verticaux : migrations sous formes solubles ou associés aux
particules d'argile et au fer vers les horizons profonds ou vers les nappes phréatiques ;

4] transferts pédologiques latéraux : lessivage latéral de particules ou redistributions suite aux
cycles réduction/oxydation ; poussieres et aérosols d'origine lointaine : volcaniques, embruns
et vents lointains.

5] apports agricoles gérés a la parcelle : engrais (notamment phosphatés), amendements
calcaires, fumiers, lisiers, épandages divers, boues de stations d'épuration, composts urbains,
produits de traitements phytosanitaires, etc. ;

6] apports diffus aériens d'origine lointaine : poussicres et aérosols provenant des chauffages,
activités industrielles, moteurs d'automobiles, etc.

7] apports massifs localisés d'origine proche : « pollutions »

8] transferts latéraux de particules par ruissellement a la surface. Apports ou pertes selon

position sur les versants.

1.2.2-Origine anthropique
Les métaux lourds d’origine anthropique intervenant des pratiques agricoles et industrielle
sont plus important que ceux, d’origine naturelle, par exemple, le plomb rejeté dans
I’environnement par les activités humaines est en quantité 300 fois supérieure que par les
processus naturels (Lacoue-Labarthe, 2007) On les résume comme suivant :
v' Activités pétrochimiques
v/ Utilisation de combustibles fossiles (centrales électriques au charbon, chaudiéres
industrielles, fours a ciment....)
Transport (véhicules et moteurs routiers et non routiers, embarcations)
Incinération de déchets

Produits (interrupteurs €lectriques, amalgames dentaires, éclairages fluorescents)

<N X X

Déchets urbains (eaux usées, boues d’épuration, ordures ménageres) agricoles




CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE | Les Métaux lourds

I.3- La contamination des plantes par les métaux lourds

Les plantes sont exposées de deux facons aux éléments traces : par les parties aériennes et par
les racines. Ils peuvent y pénétrer par les parties aériennes (feuilles, tiges, fruits), a partir de
particules en suspension dans I’air ou de composés dissous dans 1’eau de pluie ou d’irrigation.
IIs peuvent pénétrer par les racines a partir du sol.

Une fois prélevés par la plante, les éléments traces peuvent étre accumulés et ne pas circuler

dans la plante, ou alors étre transportés du lieu de I’absorption vers un autre organe végétal.

I.3.1-Contamination foliaire

La contamination des végétaux par les métaux lourds, vient avant tout des parties aériennes
(Figure 2), les poussieres contenant des métaux lourds ne pénétrent pratiquement pas les
plantes, mais elles s’y accumulent en formant un dépot inerte a leur surface. Et elles peuvent

pénétrer sous certaines conditions de précipitation et d’acidité (Lefévre, 1998.).
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Figure 2. Les voies de contamination foliaire par les ETM d’apres (Cuny et al.,2006)
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1.3.2-Contamination racinaire
Dans le sol, I’absorption racinaire correspond au prélévement par la plante des éléments
minéraux du milieu extérieur et elle peut se faire de plusieurs maniéres. Soit la pénétration des
¢léments dans les racines se fait grace a un transport actif interne par le symplaste. Ce
transport peut aussi se faire par voie passive appelée I’apoplaste (figure 3)

*+ Voie symplasmique (intérieur de la cellule)
Le symplasme est défini comme ce qui se trouve a ’intérieur de la membrane plasmique. Les
¢léments métalliques traversent la paroi, puis la membrane plasmique, et se déplacent de
cellule en cellule par les plasmodesmes. Il s’agit dans ce cas d’une réelle absorption de
I’¢lément par la cellule végétale, puisqu’il se trouve dans le milieu intérieur de la cellule.
L’absorption se fait de trois maniéres (Bourrelier P et J Berthelin, 1998)
— La premicre est une absorption passive, le long d’un gradient électrochimique des ions
(spontanément d’un endroit ou la solution est chargée plus positivement vers un endroit ou
elle est chargée moins positivement), et ne requérant pas d’énergie. Ce type de transport
existe quand la solution de sol est trés chargée en cet ¢lément, ce qui est rare.
— La deuxi¢me est une absorption passive demandant une dépense d’énergie de la part de la
cellule, et maintenant ainsi le gradient électrochimique (Intérieur de la cellule négatif par

rapport a la solution de sol extérieure).

— La derniére est une absorption active(contre un gradient électrochimique) avec dépense

d’énergie

*+ Voie apoplasmique(extérieur de la cellule)
L’apoplasme est constitué de la paroi perméable et des espaces entre les cellules. Il représente
10-15 % du volume de la racine. Il ne s’agit pas d’une véritable absorption de I’¢lément, On
dit que I’élément est prélevé par la plante, mais non absorbé. Ce type de transport est arrété
apres 5 a 10 cellules par une rangée de cellules dont la paroi est suberisée, c’est-a-dire
recouverte d’une substance lipidique imperméable (Morel J.L ; Leyval C ; Berthelin J, 1994)
La suite du transport vers les vaisseaux conducteurs de séve brute, le xyléme, se fait donc par
I’intérieur des cellules et nécessite donc une absorption réelle. Une fois dans le xyléme, les

¢léments peuvent €tre transportés vers les parties aériennes de la plante.
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La voie apoplasmique n’est pas a négliger. Elle peut étre prépondérante pour certains
¢léments traces chargés positivement qui entrent difficilement dans la cellule Ceci pourrait
expliquer pourquoi certains cations ont tendance a s’accumuler dans les racines : parce qu’ils
restent fixés dans les parois racinaires, comme le Pb, le Cu, le Cd, et le Zn (Morel J.L ;
Leyval C ; Berthelin J, 1994) D’une fagon générale, les monocotylédones, comme le mais, ont
moins de charges négatives a la surface de leur paroi que la majorité des dicotylédones,
comme le concombre, et donc accumulent moins les métaux a cet endroit (Gérard Miquel M,

2000-2001)

Transport
svmplastique

Transport

Amanlactin

S )ll\l“e

Figure 3. Les voies de contamination racinaire par les ETM (Bourbonnais G ,2007)
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Cette section décrit les principales caractéristiques et propriétés physicochimiques pour

chaque un des contaminants de I’étude.Un métal est un élément chimique, bon Conducteur

de chaleur et d’¢électricité ayant des caractéristiques de dureté et de malléabilité, (Lee, 1979)

Figure 4. Forme naturelle Figure 5. Galene
de cadmium  (Forme naturelle) de plomb

II-Le Plomb

II.1-L’historique

Le plomb a été 1’un des premiers métaux utilisés par I’homme dés 1’age du bronze, il y a plus
de 7 000 ans .Du fait de sa relative disponibilité et de ses propriétés physico chimiques
(malléabilité, ductilité, bas point de fusion, propriété anticorrosion), le plomb a été largement
utilisé par les Grecs et les Romains comme pigments (oxyde de plomb) ou pour réaliser des
canalisations, de la vaisselle, des pieces de monnaie, des toitures...

L’utilisation du plomb a ensuite explosé au cours de la Révolution industrielle. Pendant la
premiere moitié¢ du XXeme siecle, le plomb a été utilisé¢ dans 1’industrie, I’imprimerie et les
peintures. Dans la seconde moitié du siecle, I’utilisation dominante était liée aux carburants
automobiles (le plomb ¢était ajouté dans [’essence comme antidétonant) puis aux

accumulateurs de voitures et industriels. Depuis les années 1970, le développement de
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nouvelles technologies, la prise en compte des problémes environnementaux et de santé
Publique, ont conduit a la diminution ou a l’arrét de certaines utilisations du plomb

(canalisations, soudure, peinture, pesticides, antidétonant dans I’essence...).

I1.2-Généralités

Le plomb, du latin plombum, est un métal mou, gris, sans goit ni odeur caractéristique, est
un métal qui résiste treés bien a la corrosion .Trés présent dans I’écorce terrestre, il s’y retrouve
sous forme de minerai et il est souvent li¢ a I’argent et au zinc (Garnier, 2005). Les principaux
minerais du plomb sont la galéne (composée de sulfure de plomb), la cérusite (composée de
carbonate naturel de plomb) et I’anglésite (composée de sulfates naturels de plomb) (Garnier,
2005). Ce métal qui se trouve rarement sous sa forme élémentaire. Il existe sous forme
métallique, inorganique et organique. Il prend une forme inorganique lorsqu’il est associé a
certains composés pour former les sels du plomb. Parmi les sels de plomb les plus
fréquemment rencontrés, on retrouve ceux des chlorures, du chromate, du nitrate, des
phosphates et des sulfates (Sterckeman ,2000). Le plomb est présent dans la crolite terrestre
et dans tous les compartiments de la biosphére. La concentration moyenne en plomb de la
croute terrestre serait de I’ordre de 13 al6 mg/kg. (Sterckeman, 2000) D’autres processus
naturels, comme la dégradation et 1'érosion du sol, (contenant entre 50 et 75 mg de plomb par
kg de sol), Mais généralement Les principales sources de contamination en Pb sont les rejets
anthropiques. Ils proviennent principalement des industriels qui extraient et purifient le Pb

naturel et qui recyclent les composants contenant du Pb comme les batteries.
I1.3-Propriétés physiques

Le plomb est un métal gris bleuatre (figure.5) ; posséde un point de fusion de 327°C et sa
température d’ébullition est d’environ 1700°C. 11 est difficilement détruit, et non dégradable
(Morlot, 1996). Dans le sol, le Pb peut se retrouver sous forme ionique, dissoute, ou liée plus
ou moins fortement aux particules (Raskin et Ensley, 2000). L’accumulation de Pb, provenant
des retombées atmosphériques, ou de déchets contaminés déposés sur le sol, se fait
principalement dans les horizons de surface (Steckeman et al., 2000) et plus précisément dans
les horizons riches en matiére organique. Les teneurs en Pb diminuent, ensuite, plus en
profondeur (deAbreu et al ,1998). Ceci s’explique par le fait que le Pb est peu mobile. Etant

principalement associ¢ aux argiles, aux oxydes, aux hydroxydes de fer et a la matiere
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organique, il n’est mobile que lorsqu’il forme des complexes organiques solubles et/ou que le

sol a dépassé sa capacité d’absorption pour le Pb (Morlot, 1996 ;Raskin et Ensley, 2000).

I1.4-Propriétés chimiques

Le plomb, ¢lément du groupe IV-A du tableau périodique, de masse atomique 207,2 g/mol,
posséde une densité élevée de 11,3 g.cm-3. Son rayon atomique de 180 pm et son volume
molaire de 18,26.10-6 m3.mol-1. (Tableaul).il posséde 20 isotopes dont quatre sont naturels,
soit le 204Pb (1,4 %), 206Pb (26,1 %), 207Pb  (22,1%), 208Pb (52,4 %) (Garnier, 2005 et

Institut national de la santé et de la recherche médicale, 1999).

Cet ¢lément présente une forte réactivité vis a vis des oxydes de fer et de manganése mais
¢galement vis a vis des phosphates et de la mati¢re organique (Adriano, 2001; Hettiarachchi et
Pierzynski, 2002).le métal est difficilement phytodisponible (Eick et al.,1999; Badawy et al.,
2002 ; Baize et Tercé, 2002). Le facteur pH a un role important dans le transfert du Pb du sol
vers les végétaux ; une acidification du sol favorise sa solubilisation et par conséquent sa

biodisponibilité¢ (Tresmel- Schaub et Feix, 2005).

Propriétés Valeurs
Masse molaire 207,2 g/mol
Pression de vapeur 4,21x10-7Pa a 327,6 °C
Solubilité dans I’eau Non soluble a 20 °C
Etats d’oxydation 3(0, +2, et +4)

Tableau 1. Propriétés physicochimiques du plomb
Tiré de (J.K. Barbalaceinc., 2012)
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I1.5-Spéciation et mobilité

Le Pb introduit dans le sol ne subit que peu de transformation et migre relativement peu a
travers les différents horizons. Etant peu mobile, il reste généralement fixé a la partie
supérieure du sol, En revanche une texture 1égere et un pH acide (4.1 a 4.3) provoqueraient un
lessivage important et une contamination en profondeur. (Baize, 1997 ; Nriagu, 1978)

Le comportement du plomb dans un sol dépend de différents facteurs comme sa dynamique
propre mais €galement des caractéristiques pédologiques et physico-chimiques du sol (Baize,
1997). (Hinsinger, 1996 ; Dumat et al., 2001 ; Ferrand et al.,2006).

La grande affinit¢ de la matieére organique vis-a-vis de ce métal expliquerait I’accumulation
préférentielle de ce métal dans les horizons de surface (Juste et al, 1995). En régle générale Le
Pb serait le micropolluant métallique le moins mobile dans le sol. Ainsi dans la gamme de pH
de 5 a9 et a concentration totale identique Pb serait 100 fois moins mobile que Cd.sa mobilité
est principalement contrdlée par sa spéciation en phase aqueuse et par des processus

d’adsorption/désorption ainsi que de dissolution/précipitation.

I1.6-L’absorption de plomb par les plantes

L’absorption du plomb par les racines et son transfert vers les parties aériennes s’effectue au
cours des premicres vingt-quatre heures d’exposition (Pourrut Bertrand, 2008). Apres
pénétration dans les organes végétaux, le plomb passe par les deux voix citées auparavant. La
rapide limitation de I’entrée de plomb dans la racine pourrait étre un mécanisme général de
défense des plantes contre les métaux lourds- Au niveau moléculaire, Il semblerait que le
plomb puisse rentrer par plusieurs voies d’acces, notamment des canaux ioniques et/ou des
transporteurs ioniques. Le plomb profiterait de la non-spécificité de certains de ces
canaux/transporteurs et de la trés forte différence de potentiel membranaire, pouvant dépasser
-200 mV dans les cellules du rhizoderme (Hirsch et al., 1998), pour diffuser a I’intérieur de la
racine. L’absorption du plomb est donc une absorption passive, la voie apoplastique pourrait
étre une voie importante pour le plomb mais nécessite une dépense énergétique de la cellule
pour maintenir ce potentiel trés négatif L’inhibition de 1’absorption racinaire du plomb par le
calcium est un phénoméne connu depuis longtemps (Garland and Wilkins, 1981) et qui
semble commun a toutes les especes végétales. (Huang and Cunningam .1996) ont les
premiers, évoqué que 1’ajout d’ions Ca2+, Mg2+ ou K+, dans le milieu extérieur, inhibe
significativement la pénétration de plomb dans les racines de riz (Kim et al., 2002). Chez le

blé, I’utilisation d’inhibiteurs de canaux calciques (lanthane) ou potassiques (chlorue de
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césium) a permis de montrer que ces canaux €taient des voies d’entrée pour le plomb dans la

racine (Wang et al., 2007b).

I1.7- La translocation de plomb dans les plantes

Pour la plupart des espéces, la majorit¢ du plomb absorbé par les plantes réside dans les
racines, et seulement une faible proportion est transloquée vers les parties aériennes.De plus,
(Yoon et al., 2006) ils trouvent des facteurs de translocation assez faibles, avec une valeur
moyenne de 0,58 indiquant que les plantes séquestrent le plomb dans les parties racinaires et
limitent le transport interne, des racines vers les parties aériennes. De méme (Del-Rio
Celestino et al., 2006) ont trouvé des facteurs de translocation compris entre 0 et 0,7 dans des
plantes sauvages ayant poussé sur du sol artificiellement contaminé avec 500 mg Pb.kg-1.
Quant a (Ding et Pan, 2003), ils ont montré que s’ils retrouvaient du plomb dans les parties
aériennes de plantes ayant poussé sur site contaminé, au moins 50% était d’origine
atmosphérique. Cependant les especes hyper accumulatrices, ont la capacité de transloquer
une grande quantité du plomb vers les parties aériennes (Seregin et Ivanov, 2001), et qui

présentent donc des facteurs de translocation supérieurs a 1 (Baker, 1981).

I1.8-La toxicité de plomb sur les plantes

La toxicit¢é du plomb dépend de sa concentration dans le milieu, de sa spéciation, des
propriétés du sol, et enfin de I’espéce végétale concernée. Le plomb entraine des effets
néfastes sur les plantes. En premier lieu, la germination est fortement inhibée par les ions
Pb2+ et ce, a de trés faibles concentrations (Tomulescu I et al., 2004).Les plantes cultivées
dans un milieu contaminé par le Pb présentent un ralentissement de leur développement et une
inhibition de la croissance des racines, L’exposition a une faible concentration conduit au
développement de racines plus courtes mais plus compactes. Le Pb néfaste aussi des parties
aériennes. Les feuilles ont généralement une surface inférieure a celle des témoins et des
chloroses peuvent apparaitre. Dans certains cas la présence de Pb peut mener a une mort des
cellules (Ernst, 1998; Seregin et Ivaniov, 2001). Le plomb peut se fixer, en grandes quantités,
sur les composants des parois ou des membranes. Cette fixation conduit notamment a une
minéralisation.Des études ont permis d’observer une diminution du taux de transpiration
ainsi que du contenu en eau dans les plantes (Igbal et Mushtaq, 1987; Sharma et Dubey,
2005). La photosynthese est elle aussi inhibée, (Stefanov et al., 1995), ainsi que la synthése

des protéines.
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III-Le Cadmium
II.1-L’historique

Le cadmium fut découvert en 1808 par Magnus Martin Pontin, mais c’est en 1817 que
I’Allemand Friedrich Stromeyer le prépara pour la premiere fois. Le nom de Cadmium vient
du latin cadmia, « calamine », ancien nom donné au carbonate de zinc, le cadmium était
extrait dece minerai aux environs de la ville de Thebes, qui fut fondée par Cadmos, et dont la

citadelle porte le nom de kadmeia, en frangais Cadmée.

II1.2-Généralités

Le cadmium est un €élément qui est peu présent dans la nature; il est principalement un sous
produit des procédés métallurgiques du zinc, du cuivre et du plomb (Martelli et autres, 2006).
Le cadmium peut se retrouver dans I’environnement sous deux formes, soit le cadmium
métallique et les sels de cadmium (Andujar et autres, 2010). Le cadmium métallique est un
métal malléable de couleur blanche et bleuatre Les sels de cadmium peuvent prendre un
aspect poudreux ou cristallin selon le type de sels formés (Andujar et autres, 2010). D’ apres
I’ United States Environnemental Protection _Les 10 sels de cadmium les plus communs dans
I’environnement sont les oxydes de cadmium (CdO), le chlorure de cadmium (CdCl2) et le
sulfure de cadmium (CdS) (USEPA, 1986). Le CdO peut exister sous deux aspects, soit
comme poudre incolore amorphe ou comme cristaux rouges et bruns; ils sont uniquement
solubles dans les acides (Andujar et autres, 2010). Le CdCI2 a un aspect de cristaux incolores
et il est soluble dans I’eau et dans les acides (Andujar et autres, 2010). Le Cd a un aspect de
cristaux jaunes ou rouges et il est insoluble dans I’eau (Andujar et autres, 2010). Le Cd ne se
dégrade pas dans l'environnement, mais des processus physiques et chimiques peuvent
modifier sa spéciation, Dans les sols, le cadmium est considéré comme un élément
relativement mobile par rapport a d’autres métaux en traces tels que le cuivre ou le plomb
(Bourrelier et Berthelin, 1998).

Il est rare de trouver des sols uniquement pollués par du cadmium car ce métal est plus
souvent présent dans des milieux contenant aussi du plomb et / ou du zinc (Daud et al,
2008).La géochimie du Cd est étroitement liée a celle du zinc, mais elle différe toutefois

puisque le Cd présente une grande affinité pour le soufre.




CHAPITRE [ : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE | Les Métaux lour

ds

II1.3-Propriétés physiques

Le cadmium est un métal blanc argenté (figure.4), ayant des propriétés physiques proches de
celle du zinc. Il fond a 320,9 °C et bout a 767 °C. Lors de 1'ébullition du cadmium, il se
dégage des vapeurs jaunes toxiques. Sa masse spécifique (densité) est de 8 650 kg/m?. Et une
masse molaire atomique de 112,411 g.mol(USEPA), Il est ductile (résistance a 1’étirement),
malléable (résistance a 1’aplatissement) et résiste a la corrosion atmosphérique (Andujar et

autres, 2010), ce qui en fait un revétement de protection pour les métaux ferreux.

I11.4-Propriétés chimiques

Les propriétés chimiques du cadmium sont semblables a celles du zinc. L'ion cadmium est
remplacé par le zinc métallique en solution : il est donc plus noble que le zinc. Il s'oxyde trés
peu a température ambiante et brile dans l'air en donnant I'oxyde anhydre CdO, insoluble
dans un exceés d'hydroxyde de sodium. Il réagit avec les acides et les bases. Le cadmium est
soluble dans l'acide nitrique dilué et dans les acides chlorhydrique et sulfurique concentrés et
chauds On le trouve sous un aspect oxydée (+II) de maniére stable (Cd2+, CdSO4, CdS,
CdCI2, CdCO3, CdHCO3+ ou Cd(PO4)2) (Ross, 1994). ). En conditions de forte oxydation,
le Cd forme des oxydes ou des carbonates (CdO, CdCO3). Il peut également s’accumuler
dans des phosphates ou des phytocytes (Kabata-Pendias and Pendias, 1992). Le Cd est
rapidement libéré des roches par altération. Il donne en solution Cd++ mais aussi des ions
complexes comme CdCl- ; CdAOH+ ; CdAHCO3+ ; CdCI3- ; Cd(OH)3 - ; Cd(OH)- de méme
que les chélates organiques (Coullery, 1997)

Propriétés Valeurs
Masse molaire 112,411 g/mol
Pression de vapeur 7,5x10-3 mmHg a 257 °C
Solubilité dans I’eau Non soluble a 20 °C
Etats d’oxydation 2 (0 et +2)

Tableau 2. Propriétés physicochimiques du cadmium Tiré de J.K. Barbalace inc.2012
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IT1.5-Spéciation et mobilité

Le Cd est fortement adsorbé par les argiles, les matieéres organiques, les boues et les acides
humiques avec lesquels il forme des complexes. Ou encore peut exister en tant que cation
échangeable dans des fractions organiques et inorganiques. Il se concentre préférentiellement
dans les roches argileuses et schisteuses (Coullery, 1997). Sa rétention par la phase solide
croit exponentiellement avec le pH croissant (Alloway, 1995). En d’autres termes la mobilité
du Cd dépendrait largement du pH et du Eh, mais (Baize, 1997), au cours de ses divers
travaux, a pu constater plusieurs exemples de migrations en profondeur méme en sols a pH
neutre ou alcalin.

En générale La mobilit¢ et la forme chimique du Cd dans les sols varient suivant les
propriétés physiques et chimiques du milieu: taille et aire de surface des particules, masse
volumique, température, aération, quantité¢ et type de matiere organique, pH, capacité
d'échange cationique (Ross, 1994) Sa mobilité dans les sols, est limitée par son affinité vis-a-

vis de la matiére organique (Adriano, 2001). Donc plus disponible pour Les plantes.

II1.6-L’absorption de cadmium par les plantes

Les taux d’absorption du cadmium varient énormément en fonction de 1’espéce considérée, de
la concentration du cadmium bio disponible dans le sol et de nombreux facteurs bio-physico-
chimiques (pH notamment). (Jackson et Alloway, 1992). La forme ionique Cd2+ est celle
immédiatement disponible pour la plante. Cependant, d'autres formes telles des complexes
chlorés semblent étre aussi assimilables par la plante, (Bingham, 1986; Tyler et McBride,
1982). La forme ionique est toutefois largement préférée aux formes chélatées (Cabrera el
al.1988; Hamon el al.1998). Puisque le Cd2+ est un ion métallique non essentiel, on considere
qu’il n’existe pas de mécanisme spécifique d’absorption de cet élément. (Smolders el
al.,1996) Le cadmium étant un métalfacilement absorbé par les racines des plantes (Wagner,
1993) il est probable qu’il puisse entrer dans les cellules de plantes par l'intermédiaire de
plusieurs systémes deprélévement des cations essentiels (Clemens, 2006). Il a cependant été
rapporté que lecadmium peut étre absorbé par simple diffusion et que les différentes voies
d’absorption du cadmium peuvent varier selon I’espece végétale considérée. Chez leriz, le
mais et le soja, I’absorption est réalisée principalement par des transporteursmembranaires
(Cataldo et al.,1988) alors que chez 1’orge, I’absorption du cadmium se fait principalement
par une simple diffusion (CutleretRains, 1974). Chez d’autres especes, les deux voies peuvent

coexister comme chez le blé dur (Hart et al.,1998b). Le facteur de transfert racinaire du
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cadmium aux végétaux est compris entre 0,1 et 10 (Alloway, 1990) et généralement supérieur
a celui de la Plupart des métaux traces. En outre, il a été observé que les légumes feuilles
(salades, épinards), les Iégumes racines (carotte, radis) ou les tubercules (pomme de terre) ont
un taux de transfert 3 a 5 fois supérieur a celui des céréales (Jackson et Alloway, 1992). La

répartition du cadmium dans la plante est hétérogene et I’organe cible privilégié est la feuille

II1.7-La translocation de cadmium dans les plantes

Le transport du cadmium des racines vers les feuilles se fait via la séve brute (xyléme). Suite a
l'absorption du cadmium par les racines, trois processus controlent le transport du cadmium:

- la séquestration des métaux a l'intérieur des cellules racinaires, - le transport symplasmique
dans la stele - et la décharge du cadmium dans le xyléme (Clemens et al.,2002a). Le transport
du cadmium vers les feuilles semble étre étroitement 1ié au processus de la transpiration
(Hardiman et Jacoby., 1984). En effet, il a été démontré que la fermeture totale des stomates
s’accompagne par une diminution importante del’accumulation du cadmium au niveau des
feuilles,(Salt et al.,1995). Chez plusieurs especes les phytochélatines jouent un role important
dans le transport a longue distance du cadmium, des racines vers les parties aériennes et
inversement (Chen et al., 2007;Gong et al., 2003;Mendoza-Cdzatl etal., 2008). A ce jour,
différentes familles de transporteurs capables de transporter le cadmium ont été identifiées
chez les plantes la famille ubiquitaire ZIP de transporteurs de métaux (Zinc Regulated
Transporter/IRT Relatedproteins), (Briat et Lebrun, 1999 ; Guerinot, 2000 ; Clemens, 2006)
Une autre famille de transporteurs de métaux permettant potentiellement 1’entrée du cadmium
est constituée par la famille Nramp (protéines de macrophages associées a la résistance
naturelle). (Thomine et al.,2000)

_ Des canaux, notamment les canaux calciques pourrait aussi étre impliqués dans le transport

du cadmium (Hinkle et al.,1992 ; Perfus- Barbeoch et al.2002)
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I11.8-La toxicité de cadmium sur les plantes

Chez les plantes, le cadmium n’a aucune fonction biologique connue (Pokorny et al.,2004), et
il est toxique a de faibles concentrations (De la Rosa et al., 2004)

La toxicit¢ du cadmium chez les plantes s'observe par l'apparition de retard dans le
développement des jeunes pousses, de la chlorose et de perturbations de la photosynthése.

La chlorose est une conséquence de la perturbation du métabolisme foliaire du fer et du zinc.
Ainsi, la présence de cadmium dans le milieu de culture conduit a la diminution de
l'absorption du fer et a la modification du rapport fer/zinc dans la feuille. Les symptdmes les
plus évidents de la toxicité du Cd sont I’enroulement des feuilles ainsi que la fermeture des
stomates (Clemens, 2006).Al’échelle cellulaire, le Cd va provoquer des dommages a
I’appareil photosynthétique, en particulier au niveau des antennes collectrices et des deux
photosystémes, en engendrant une diminution du taux de chlorophylle et de caroténoide
(DalCorso et al.,2008). Cela va abaisser le rendement quantique. De plus, en inhibant les
enzymes impliquées dans la fixation du CO2, le Cd diminue I’assimilation du carbone

(Perfus-Barbeoch et al.,2002).
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I -Le choix de ’espéce végétale

Les légumineuses alimentaires constituent une grande famille, avec quelques 690 genres et
environ 18000 especes, dont fait partie la féve qui est une plante herbacée annuelle, La féve,
Vicia fabaest choisie comme une espéce végétale. C’est une plante supérieure dicotylédone,
de la famille des Fabaceae(Peron, 2006).1a plante a été choisie en raison de son utilisation au
laboratoire comme plante modele pour des études de toxicologie de différents polluants
(Loudes, 2002; Pourrut, 2003; El Hajjoujiet al.,2007; Marcato, 2007; Cecchi,2008). De plus,
I’utilisation de Vicia fabaprésente de nombreux intéréts : croissance rapide, biomasse
importante, sensibilité aux métaux. A 1’échelle internationale, son utilisation dans des études
d’écotoxicologie est croissante depuis plusieurs années Cette plante a déja fait I’objet
d’expérimentations dans la littérature et elle est recommandée par la norme AFNOR NF T 90-
327 pour I’évaluation de la génotoxicité, du fait de sa grande sensibilité vis-a-vis des
micropolluants et de sa facilite d’obtention. Par exemple, elle a déja été utilisée pour étudier
les effets mutagénes des micropolluants rencontrés dans 1’environnement. C’est un bon
indicateur car elle est trés sensible avec de courtes périodes de traitement. Elle est donc

actuellement utilisée comme plante sentinelle.
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II-Origine et évolution

Le nom fabaprovient de l'une des formes du verbe grec wagev - " manger " - qui met en
évidence son utilisation pour l'alimentation et la nourriture pour les anciens Grecs et les
Romains (Muratova, 1931) Malgré de nombreuses études, on sait peu de l'origine et de la
domestication de féve (Maxted et al.,1991). La féve aurait été cultivée deés la fin du
néolithique, elle a constitué durant toute 1’antiquité et le moyen age, une base alimentaire
importante jusqu’au développement du haricot et de la pomme de terre (Hull¢ et al.,1999).

D’aprés (Saxena ,1991), la féve a été domestiquée trés tot dans le monde. Bien que son
origine ne soit pas encore claire(Nuessly et al., 2004; Mikic,2011), de récentes découvertes
archéologique a Tell el- kerkh de le Nord-ouest de la Syrie ont montré que la féve daterait de
la fin du 10éme millénaire avant J-C, ce qui indique que | sud-ouest de 1’Asie est le principal
centre d’origine et de diversité de v.faba (Duc et al., 2010). Selon (Cubero, 2011) le centre
d’origine de v.fabaserait le Proche-Orient, La forme ancestrale de v.fabaest inconnue, mais le
plus proche parent sauvage de la féve est supposé étre 1’espece vicia plinianad’ Algérie (Duc

et al.,2010).

EXIGENCES

Aime les sols argilo- calcaire ou argilo siliceux riche en humus.
Température : 18 -22 °C résiste au froid jusqu'a -3°C.
pH:6a7

Aime les sols humides.

Salinités : plante tolérante 3,20 a 5,10 g /1 (5 a 8 mmhos/cm-1).
Résiste a la chaleur, exigeante en lumiere plante des jours longs.
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III-Les variétés de la féve

Le genre Vicia comprend environ 120 especes réparties principalement dans les régions
tempérées de I’hémisphere nord. La taxonomie interspécifique de Vicia fabapréte a confusion
plusieurs variétés qui ont été distinguées sur la base de la morphologie et la taille des graines

du cultivar et qui ont ét¢é nommées comme mentionn¢ ci-dessous (Brink, 2006) :

e Vicia fabamajor, dont chaque graine pése
plus d’un gramme. C’est la féve cultivée

pour I’alimentation humaine.

e Vicia fabaminor, dont les graines,
beaucoup plus petites ne sont utilisées

qu’en oisellerie.

e Vicia fabaequina, a graines plus lourdes

que celles de Vicia fabaminor mais plus

légeéres que celles de Vicia fabamajor

(Pesson, 1984).Figure 6.les variété de la féve

(Muratova ; Guen et Duc ,1996)

I'V-Description de la feve

FICHE DESCRIPTIVE
o Plante enrichissante, fixe I’azote grace aux nodosités.
e Longévité moyenne de la graine: 5 a 6 ans.
e Germination : 6°C lui est nécessaire pour la levée.
e Dose de semis : 150 a 200 kg / ha
o Cycle végétatif : 120 jours

)
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e Description de Baseflor

Type Biologique :

Thérophytes (< 1m) Estivaux

Formation Végétale :

Thérophytaie

Chorologie :

Méditerranéen Occidental

Inflorescence :
Fruit :
Couleur De La Fleur:
Sexualité :
Pollinisation :
Dissémination :

Racéme Simple
Gousse
Blanc
Hermaphrodite
Entomogame
Barochore

Tableau 3. La description de la féve (Julve Ph. Baseflor, 2017)

e Classification botanique de la feve

D’apres (Waiciechowski et al.,2004), cette classification est décrite comme suite

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Vicia

Espéce: Vicia faba

feuilles et
gousse ouverte
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V-Les intéréts de la féve

V.1-Intéréts agro_ économique et nutritionnel

L’espece V.fabacomme toutes les Iégumineuses alimentaires, contribue a 1’enrichissement du
sol en ¢léments fertilisants, (Sillero, 2010) son aptitude a fixer 1’azote atmosphérique limite
L’utilisation des engrais azotés qui sont couteux pour ’agriculteur et néfastes pour la santé
humain et ’environnement (Girard, 1990) elle améliore aussi la structure du sol par son
systéeme racinaire puissant et dense. Les résidus des récoltes enrichissent le sol en maticre
organique (Rachef et al., 2005).La féve est aujourd’hui parmi les plantes légumicres les plus
cultivées dans le monde. Selon les statistiques de la FAO, la récolte mondiale s’éleéve, en
2002, a 4.75 millions de tonnes dont 1.02 millions de féves vertes et 3.73 millions de féve
seches. Elle constitue une importante ressource socio-économique en occupant toujours la
premicre place parmi les 1égumes secs (Benachour et al., 2007).La féve est la principale
légumineuse alimentaire cultivée en Algérie (INRA, 2007).elle est retenue surtout pour la
consommation humaine sous forme de gousses fraiches, ou en grains secs (Maatougui, 1996).
La valeur nutritionnelle de la féve est attribuée a sa teneur élevée en protéines (20- 5%) qui
contrairement aux céréales, sont riches en lysine et faibles en méthionine. Elles sont aussi une
bonne source de glucides (50-60% d’amidon), de minéraux, de fibres et de vitamines. Par
contre, la proportion lipidique est faibles (Larrald et Martinez, 1991). La féve constitue une
source considérable d’énergie (344 Kcal/100g) et peut efficacement remplacer les protéines

animales dans les pays pauvres (Chaieb et al.,2011).

V.2-Intérét écologique

La feve est localisée dans 1’étage bioclimatique de 250mm de pluie, tolére bien le froid et les
hautes températures (Herzog, 1984). Sa température optimale de pousse se situe aux environ
de 20° C (Foltete, 2010). La somme de températures nécessaires pour accomplir son cycle
végétatif varie de 19 a 20°C (Carlu, 1952). La féve préfére les sols profonds, siliceargileux
riches en matiere nutritives et en humus (Kolov, 1976). Cette plante est capable de s’adapter a

des sols tres pauvres et tres dégradés, donc elle a un role améliorateur des sols, en plus d’un

)
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intérét alimentaire (Singh et Jauhar, 2005).La féve est trés sensible a la pollution du sol, ce qui
en fait un modele végétatif utilisé en écotoxicologie dans un grand nombre d’étude

(Nori, 2012). La féve est aussi employée pour étudier les réponses des marqueurs au stress
oxydant (Radetski, 2004) ; et d’autres mécanismes de défenses antitoxiques de la plante

comme les phytochélatines (Beraud, 2007).

COMPOSANTS TENEURS
Protéines brutes 30-31.8
Matieres grasses brutes 2-2.6
Fibres brutes 8-93
Cendres 3-3.7

Tableau 4. Composition biochimique globale (g/100g de MS) de Vicia faba(Feillet, 2000).




Chapitre II : Matériels et méthodes

Ce chapitre sera consacré a la présentation de I’ensemble des manipulations qui ont été
menées au niveau de laboratoire d’écologie et environnement (département de biologie) dans
I’objectif d’évaluer la phytotoxicité des deux métaux lourds (plomb et cadmium) sur les
parametres de croissance ainsi que le potentiel phytoaccumuateur d’une espece végétale

choisie dans cette étude comme légumineuse fabacée (vicia faba) .pour aboutir a notre

objectif nous avons adopte ce Plan d’expérimentation :

Mise en germination

1

Essai de croissance

Paramétres morphologiques Paramétres physiologiques
l l /- Teneur en eau R
7 jours 15 jours 21jours
» Dosage des protéines
4 N

= Longueur des tiges et racines » Dosage de la

| 2 gt | e Chlorophylle
= Nombre des feuilles < = Dosage de la proline >

< » Nombre des racines Il ™" >

= Dosage des sucres

= Poids frais et sec de la partie L a minéralisation
] i isati

aérienne et racinaire

Figure7. Schéma explicatif du plan expérimental
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| -Conditions de culture

I.1-Le choix et la sélection des graines

Les graines séches de la féve sont tout d’abord
choisies selon leur état sanitaire ; morphologie et
taille en utilisant une loupe. Ensuite les graines
Triées doivent étre désinfectées a I’ecau de javel
(10%) pendant 20 min puis rincées abondamment
a l’eau distillée pour lessiver le produit de
conservation ayant adhéré a la graine. Et pour

faciliter et homogénéiser leur germination elles

vont étre immergées dans I’eau distillée toute
une nuit. Figure(8). Graines seches de Vicia faba

I.2-Mise en germination

Les graines sont mises a germer dans des boites, tapissées du papier imbibé avec de I’eau

distillée et placées a la lumiere atempérature ambiante. Jusqu'a la percé de la radicule

|.3-Essai de croissance

La culture est réalisée dans des pots remplis avec la méme quantité de terreau ou sont
enfoncées les graines germées pour pousser dans des conditions de contamination par les
métaux lourds cette étape est effectuée par 1’arrosage avec les solutions polluantes préparées
en Pb et en Cd. a différentes concentrations a raison de (45ml/ pot) Les prochains arrosages
seront assurés avec 1’eau, et selon la capacité au champ de chaque Pot. (Figure 9)

La culture a été réalisée dans labo d’écologie avec une température approximative de (24c° le

jour et 20c®la nuit).

E
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o Préparation des solutions polluantes

0,

% solutions d’acétate de plomb [Pb(CH3COO),] :pour préparer des solutions a
0.25¢/L ;0.5¢/L ; 1g /L .1l faut dissoudre dans (1L) D’eau distillée les quantités : 0.392g ;
0.784g ; 1.569¢ respectivement

+«+ solutions de chlorure de cadmium [CdSO,] : pour préparer des solutions a; 0.25g/L ;

0.5¢/L ; 1g /L .11 faut dissoudre dans (1L) D’eau distillée les quantités: 0.463g ; 0.927g ;

1.854g respectivement

400 Graines de Vicia faba ont
été sélectionnées et germées

pour étre plantées

4 -
4 Plantes contaminées par le Plantes contaminées par le
Plomb [C]: 0.25_0.5_1. (g /1) Cadmium[C]: 0.25_0.5_1. (g /l)
50p 50p 50p 50p 50p 50p 50p 50p

1 T v
UWwWW WY

Figure 9. Schéma explicatif de la mise en culture
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Figure 10 .Déspositif experimental

I1-Mesure des parametres morphologiques

Au cours de la croissance des plantules (7, 15,21 /jour) nous allons mesurer un ensemble de
parametres morphologiques ; a chaque prélevement on sacrifie 4 plantules par concentration

pour avoir un maximum de répétition .en suivant la figure (11)
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Figure 11.L.’ensemble des parametres morphologiques
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e Les racines sont parfaitement rincées avec de I’eau et nettoyées a laide d’un pinceau afin
d’¢éliminer toute particule du terreau pour ne pas fausser les mesures.

e La mesure de la longueur des tiges et des racines primaires et secondaires de chaque
plantule est effectué¢e a 1’aide d’une regle graduée apres chaque semaine

e Ainsi que Le poids frais de la partie aérienne et racinaire en utilisant une balance de
précision, alors que le poids sec a été mesuré aprés séchage de la plante a (80c°/48 h) dans

I’étuve.

I11-Mesure des paramétres physiologiques

I11 .1-La teneur relative en eau (TRE %)

Cette mesure nous a permis d’apprécier 1’état hydrique des plantules soumises a 1’expérience
selon (Scippa et al ,.2004) La méthode est basée sur des feuilles coupées en forme de disque.
Dix disques sont coupés a partir des feuilles des plantules contaminées du chaque
concentration. A fin de peser ces derniers avec une balance de précisions .les poids a
déterminer sont :

e poids frais (PF) : immédiatement apres la coupe

e Poids de turgessance (PT): apres refroidissement des disques dans 1’eau distillée au
Reéfrigérateur a 4C°durant 24h.

e Poids sec (PS) : aprés séchage des disques dans 1’étuve a 80C° durant 48h. Le parameétre
est déterminé selon 1I’équation suivante : TRE (%) = [(PF-PS)/ (PT-PS)] /100

I11.2-Dosage des pigments chlorophylliens

Cette analyse se base sur I’extraction des pigments chlorophylliens des tissus foliaires qui a
été réalisée en suivant la méthode de Mc Kinney cité par (Arnon.1949). On procéde a la
lecture de la densité optique a 1’aide d’un spectrophotomeétre afin d’évaluer 1’activité
photosynthétique des plantules

» Protocol

Le dosage est réalisé. Par une simple technique de broyage de la MVF prenant (10mg) dans
un volume de (2ml) d’acétone a 80%. Apres la centrifugation a (3000tr /10min) le surnageant
sera récupéré pour faire la lecture par spectrophotométrie aux longueurs d’ondes 647, 663 et

470 nm Correspondant aux types des pigments photosynthétiques. Les teneures en
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chlorophylle A, B et caroténoides, exprimées en pg/g MVF, sont déterminées selon les
équations suivantes :

*Chl a (ug /g) = (12.25 * DO 663) - (2.79*DO 647)

* Chl b (ug /g) = (21.5* DO 647) - (5.1* DO 663)

* Chla + chl b (ug /g) = (7.15* DO 663) + (18.71* DO 647)

* Caroténoides (ug /g) = {(1000* DO 470) - [(1.82* Chl a) + (85.02* Chl b)]}/198

111.3- Dosage des sucres

En milieu acide et a chaud, les glucides solubles sont dégradés en furfural qui forme avec
I’anthrone un composé bleu dont 1’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 630 nm
(Cerning-Beroard.1975) La teneur en sucres est déduite a partir de la courbe détalonnage
(Courbe 3. Annexe).

» Protocol

Ce dosage fait intervenir une solution d’Anthrone {Anthrone ; H,SO4}

e La manipulation sert a broyer la MVF dans (1ml) d’éthanol & (80%) puis Centrifuger a
(500tr/20min) a fin d’avoir un surnageant duquel on préleve (0.5ml) et on ajoute (0.5 ml
d’eau) qui sont additionnés encore a (2ml) de la solution d’ Anthrone

e Apres incubation les échantillons sont mis au bain marie (90°/15min) ensuit ils vont étre
récupérés apres refroidissement pour faire la lecture a 1‘aide de spectrophotomeétre a une

longueur d’onde (630 nm)

I11.4-Dosages des protéines

La quantité des protéines est mesurée par la méthode de Bradford citée par (Klavons &
Bennett.1986), le changement d'absorbance a 595 nm du réactif de Bradford, dd a la liaison
du bleu de coomassie aux résidus aromatiques des protéines. La lecture des teneurs en
Protéines est effectuée par rapport a une gamme étalon de sérum albumine bovine (BSA)
(Courbe 1. Annexe)

30



Chapitre II : Matériels et méthodes

» Protocol

Cette opération consiste d’abord a faire une extraction des protéines en utilisant le TE : tris-
Hcl (Mgcl, ; glucose) Et un dosage qui nécessite le réactif de Bradford (bleu de coomassie ;
éthanol ; acide phosphorique)

e Une quantité de (50mg) prélevée de notre matiere végétale fraiche (partie foliaire) soit
broyée dans un volume de 2ml du tris-Hcl. La solution obtenue est centrifugee a (1300
tr/5min)

e Sur I’extrait protéique récupéré (50 ul) un volume de 1ml du réactif de Bradford est
ajouté ; apreés incubation de cet ensemble, on effectue la lecture des densités optiques a une
longueur d’onde égale a (595nm.).La teneur en protéines est déterminée par référence a une

gamme étalon d’une solution BSA (Bovin Sérum Albumine)

I11.5-Dosage de la proline

La méthode utilisée est celle de Trolls et Lindsley simplifiée par (Rasio et al.1987).Cette
technique est basée sur la réaction, en milieu acide et chaud, de la proline et Ninhydrine qui
donne un composé rose soluble dans le toluéne. Deux phases se séparent, la phase supérieure
organique qui contient la proline est récupérée. La lecture de son absorbance est faite au
spectrophotomeétre a une longueur d’onde (520 nm). La concentration de la proline est déduite
a partir de la courbe d"étalonnage (courbe 2. Annexe).

» Protocol

Au cours de cette expérience nous allons utiliser comme réactifs : une solution de la
Ninhydrine préparée de : (Ninhydrine ; H20 ; acide acétique ; acide ortho phosphorique) et du
toluéne. La matiere végétale a partir de laquelle on fait le dosage doit étre séchée auparavant
dans I’étuve pendant quelques jours.

e Dans (Iml) d’eau on fait broyé (20mg) de la MVS afin d’obtenir une solution aqueuse
cette derniére est transvasée par la suite dans des tubes a Essai qui sont placés a leurs tours
dans un bain marie (& 90° /15min)

e Apres refroidissement on réalise une centrifugation (3000tr /10min) et on récupere le
surnageant ; sur lequel on rajoute (Iml) de la solution de Ninhydrine ensuite on remet ce
dernier au bain marie (90° /15min)
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e Dans cette derniére étape ; on ajoute aux tubes aprées refroidissement (3ml) du Toluéne.
Cette Solution va étre séparée en deux phases apres agitation au vortex La phase supérieure
doit étre récupérée pour faire les lectures au spectrophotometre a une longueur d’onde (520

nm)

I\VV-Mesure du pouvoir phytoaccumulateur par (SAA)

o Principe de I’analyse par (SAA)

L'absorption atomique est un processus qui se produit lorsqu’un atome appartenant a I'état
fondamental passe a 1’état excité par ’absorption d’une énergie, sous la forme d’un
rayonnement électromagnétique, qui correspond a une longueur d'onde spécifique.

Le principe consiste a aspirer I'échantillon sous forme liquide dans une flamme a une
température de l'ordre de 1 700 a 2 550 °C, de sorte qu’il se forme une vapeur atomique
(atomes neutres, libres et a I'état fondamental). On irradie cette vapeur avec une lampe
Spectrale a cathode creuse. Ces lampes émettent des raies de transition des atomes recherchés.
Seuls les atomes recherchés absorbent la radiation excitatrice. Ce qui nous permet de lier

I'absorption lumineuse a la concentration des atomes étudiées (Patnaik., 2004)
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IV.1-La minéralisation

» Protocol :

e Les plantes ont été sacrifiées; la partie aérienne est séparée de celle souterraine Les
racines sont bien lavées a 1I’eau de robinet pour éliminer toutes les particules de terreau
associées aux racines secondaires.

e La matiere végétale (souterraine et aérienne) soit mise a I’étuve a (105C°). Pendant 72h, la
MVS obtenue est broyée et tamisée en poudre. (figure 12)

_ Tout le matériel utilisé lors de la minéralisation doit étre rincé avec une Solution de HNO3 a
10% avant usage.

e On préléve (0.59) de (MVS).La Quantité est trompée dans (6ml) d’acide nitrique concentré
dans un bécher toute une nuit.

e Sous une haut a flux laminaire on fait chauffer sur des plaques chauffantes les
Echantillons & (150 C°/ 60min.) A ce moment la la matiére organique commence a se brulée
apres un instant on va additionner (2ml) d’acide perchlorique HclO4 a70% et chauffer a 250
C°/2h jusqu'a 1’évaporation compléte. Dans ce cas la toute la matiére organique est éliminée il
nous reste que de la matiére minérale (figure 13) Pour la récupérer il faut la rincer avec (10
ml) de I’eau distillée et verser cette eau dans une fiole jaugée (25ml) aprés qu’elle soit filtrée
cette opération est répété jusqu'a I’obtention d’un volume de (25ml)

_ Ces étapes sont effectuées sur deux répétitions de chaque partie (aérienne ; racinaire) par
échantillon contaminé

e A la fin les échantillons doivent étre transvasés dans des tubes étiquetés pour les
Conserver Au réfrigérateur en attendant une étape d’analyse par la spectrométrie

d’absorption atomique (SAA)
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Figure 13. La minéralisation de la (MVS)
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L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre obéisse a une analyse par le test de
Student

I- Les conséquences morphologiques du plomb

I.1-L’effet sur la croissance des organes aériens

e La tige
hauteur Longeur de la tige
(cm)
60 mT
mPb 0,25
50 @PbO.5
mPb1

40

30

20

10

Temps (jour)

7 15 21

Figure 14.mesure de la longueur des tiges de (vicia faba)

D’apres les résultats présentés sur la figure (14)on peut constater que la longueur de la tige
diminue d’une fagon non significative avec les concentrations 0.25et 0.5 g/l mais significative
avec la dose 1g/lpar rapport au témoin. Un exemple sur Lathyrussativuspeut étre rapporté
dans notre cas Malgré la quasi absence de Pb dans les parties aériennes de
Lathyrussativul’€longation de la tige est faible et les feuilles sont plus petites que celles des
témoins (Judicaelle Brunet, 2008) 1’ajout de Pb dans le milieu de culture induit une inhibition

de la croissance des tiges Ceci se traduit par le faibles indices de tolérance.
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e Les feuilles

Nombre des feuilles
Nbr

14 @ET

@ pb 0,25
@PbO0.5
EPb1

Temps (jour)

7 15 21

FigurelS.mesure de nombre des feuilles (vicia faba)

Les résultats sur la figure (15) montrent une augmentation du nombre des feuilles au cours du
temps pour I’ensemble des plantes. Tandis que la comparaison entres les plantes contaminées
et celles témoin, montre une réduction du nombre des feuilles chez les plantes contaminées
par rapport au témoin, ces résultats ont ét¢ prouvés sur le blé¢ selon (Nedjah I, 2015), dans les
lots ou la concentration en nitrate du plomb est élevée, le nombre des feuilles réduit

graduellement
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° La biomasse aérienne

. Biomasse aérienne fraiche o Biomasse aérienne séche
Poids = Poids
AF(g) : AS(g)
7 BT 106 o7
- @pb0,25 - @pb 0,25

6 % Opb05 : @Opb 0,5

105

Epb1l . Epb1l

5 :

: 04

0,3
20,2 4

20,1

Temps (jour) - “ )1 Temps (jour)

Figure 16.mesures de la biomasse aérienne fraiche (a) et seche (b) (vicia faba)

Les mesures de la biomasse aérienne fraiche et se€che sont rapportées dans La figure (16) , on
remarque que toutes les plantules arrivent dans le temps a se développées en mati¢re de poids
aérien mais ce développement est réduit dans les plantes contaminées notamment chez les
plantes traitées avec la concentration de 1g/l du Pb qui présentent une réduction hautement
significative dans le poids frais.Pour la biomasse aérienne nos résultats sont similaires a
ceux réveélés dans un travail sur la pollution de blé par le plomb. La teneur 0.3g/l a entrainé
une réduction importante du poids sec des feuilles de blé. (Nedjah I, 2015) .il ya aussi une
corrélation avec des résultats obtenus lors une étude physiologique et moléculaire chez
(Brassicacée récoltée au Maroc) selon (Fahr M, 2014) Pour la Population métallicole, la
biomasse de la partie aérienne a diminué de 61% et 75%, a 50 et 100 uM du Pb (NO3)2,

respectivement par rapport aux témoins.

L’ensemble de ces résultats admet que L’absorption du plomb par les racines et son transfert
vers les parties aériennes s’effectue au cours des premiéres vingt-quatre heures d’exposition
(Pourrut Bertrand, 2008). Il semblerait donc que le plomb puisse rentrer par plusieurs voies
d’acces, pour diffuser a I'intérieur(Hirsch et al., 1998),on concoit alors que les feuilles de

Vicia  fabaapparaissent trés sensibles au plomb. Chez d’autre plantes, Ila
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Chapitre III : Résultats et discussions Volet morphologique

Lathyrussativuscomme exempletolérent la culture hydroponique en présence de Pb.
Cependant le développement des plantes en est inhibé, ce qui est un phénomene Observé en
réponse au Pb chez d’autres Fabacées (légumineuses) (Huang et Cunningham, 1996;
Piechalak et al.,2002; Piechalak et al., 2003).comme ce ci le cas. L’inhibition de la division et
de 1’¢longation cellulaire sont les phénomenes les plus souvent reportés pour expliquer ces
effets du plomb. (Seregin et Ivanov, 2001 ; Malkwoski et al.,2002 ; Patra et al., 2004 ;
Kopittke et al., 2007).

I.2-L’effet sur la croissance des organes racinaires

e Laracine principale

Longueur La longueur de la racine principale
(cm)
25 =h)
Epb 0,25
20 @pb0,5
Epbl
15
10 -
5
0 T (jour)
emps (jour
7 15 21 psll

Figurel7.mesure de lalongueurdes racines principale (vicia faba)

Pour la racine principale les résultats apportés dans la figure (17) indiquent une croissance en
longueur au cours du temps chez toutes les plantules de la féevede méme que les résultats
précédents. L’effet de plomb sur la longueur de la racine principale est également négatif avec
les trois concentrations ce qui est bien évidant chez les plantes traitées par ce métal apres
comparaison avec le témoin. La différence qui a €té notée pour la contamination a C3 semble
significative aprés 15jours et hautement significative apres 21jours. Ceci avait déja été mis en
¢vidence il y a prés de 84 ans par (Hammett, 1929) qui avait montré une diminution de
I’index mitotique dans les racines de mais et d’oignon, provoquée par la présence de
Pb(NO3)2, et qu’il avait expliqué par la fixation du plomb sur les groupements —SH des

protéines.
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° Les racines secondaires
Nombre des racines secondaires : Longueur des racines secondaires
Nbr : Longueur
: (em)
40 ar = 120 ar
35 Bpb 0,25 Epb 0,25
T I Opb0,5 100 T I pb0,5
30 mpbl Epbl
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20 + 60 o
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40 -
10 o
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Figure 18.mesures de(nombre et longueur ) des racines IT ***(vicia faba )

Les résultats apportés sur le nombre (graphe a) et la longueur (graphe b) des racines
secondaires indiquent que le nombre racinaire est plus ou moins constant a 1’échelle du
temps pour 1’ensemble des plantes, comme nous voyons que 1’augmentation de la dose du Pb
dans le milieux aboutis a 1’apparition de nouvelles racines secondaires chez les plantules
contaminées en plomb tandis que ¢a reste moins important devant le nombre des racines
secondaires apparaissaient chez les plantes sains (témoins).sur le (graphe b) on révele qu’au
cours de temps les racines secondaires s’étendent en longueur mais en comparant entre les
trois concentrations la longueur des racines est plus faible chez les plantes C3 que C2 que
Cl.ces résultats ont été montrés par (Wierzbicka, 1998), une exposition a une faible
concentration de plomb conduit au développement de racines plus courtes mais plus

compactes.
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° La biomasse racinaire
Biomasse racinaire fraiche : Biomasse racinaire seche
Poids : Poids
R F(g) R S(g)
3 mT = 0,16 |T
mpb0,25 : Epb 0,25
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Figure 19.mesures de la biomasse racinaire fraiche (a) et séche (b)

Les résultats obtenus sur la biomasse racinaire fraiche (a) et séche (b) sont rapportés sur la
figure (19) ces résultats montrent que la biomasse racinaire de toutes les plantules augmente
pendant les deux premiéres semaines .puis baisse au-dela du 15°™ jour .Nous constatons
¢galement que la biomasse des plantes contaminées est tres faible par rapport aux témoins la
différenceest significative pour la C3 apres 21 jours Concernant les poids secs Ces résultats
sont conformes a d’autres travaux effectués par (Kopittkeet al., 2007) dans une étude réalisée
sur la cornille (Vignaunguiculata), ou ils ont montré que les racines sont plus sensibles que les
parties aériennes a 1’exposition au plomb .ou encor (Nedjah I, 2015) qui a prouvé que la
production en biomasse racinaire est inhibée des le seuil minimal de 0,1uM de plomb dans la

solution, avec une apparition de symptomes visibles sur les racines a partir de 1,5uM.

Ces résultats pourraient étre expliqués par 1’exposition a une concentration réaliste de plomb
induisant des modificationschez Vicia faba. Un tel traitement entraine un brunissementde la
racine, caractéristique d’un stress. Les apex racinaires commencent également a senécroser.
Ces effets du plomb sont la conséquence d’une mortcellulaire dans les zones contenant les

plus fortes concentrations en métal (Wierzbicka, 1987;Tung and Temple, 1996b; Seregin et
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al.,2004).Cet effet dépressif du Pb est légérement plus marqué sur les racines que sur les
parties aériennes. Cette observation indique une toxicit¢ du Pb plus élevée pour les tissus
racinaires, comme le rapportent (Prasad and Hagemeyer, 1999), en présence de polluants
métalliques, la croissance des racines est fortement inhibée du fait de leur contact direct avec
les polluants du milieu. Par ailleurs, cette inhibition de croissance peut étre causée par une
carence en certains minéraux essentiels a la croissance racinaire provoquée par la présence de
fortes concentrations en métaux (Sharma and Dubey, 2005 ; Zou et al.,2010) qui interviennent
dans les mécanismes d'élongation cellulaire (Reymond et al., 2006) et dans l'activité¢ du
méristeme (Jain et al., 2007). En effet, le Pb agit comme un analogue de certains ions (Brunet
et al.,2008; Sharma and Dubey, 2005). Il est transporté a travers la membrane plasmique via
les transporteurs ioniques racinaires (Arnetoli et al.,2008). Le Pb peut donc entrainer une
carence en minéraux dans la plante induisant ainsi une inhibition de la croissance racinaire et
aérienneDonc, d’une maniere globale, le plomb affecte la croissance et la morphogénéese des
plantes, en perturbant de trés nombreux mécanismes physiologiques, entrainant un nanisme
des plantes. La toxicité du plomb dépend fortement des interactions de cet ¢lément métallique
avec les especes végétales considérées. On suggere donc que les concentrations (0.25 ; 0.5 ;
1) g/l sont des concentrations inhibitrices de la croissance selon les résultats obtenus sur les

différents parametres morphologiques consignés pour la féve.
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II-Les conséquences morphologiques du Cadmium

I1.1-L’effet sur la croissance des organes aériennes

e La tige
Longueur de tige
Longueur
(cm)
60 BT
k%
T mCd 0,25
50 mcd 0,5
x mcd 1
40 T
30

20

10

Temps (jour
7 15 21 ps (i )

Figure 20 .mesure de la longueur des tiges (Vicia Faba )

Les mesures de la longueur des tiges sous stresse du cadmium a trois concentrations au cours
de 21 jour sont rapportées dans la figure (20), la croissance s’est déroulée avec les trois
concentrations.La comparaison avec Les plantes témoins révele une différence hautement
significative dans 7 jours chez les plantes contaminées a C2. ET une différence significative
aussi pour C2 dans 15 jours entre temps la différence est hautement significative pour C3

jusqu'a la fin de traitement.

A I’exemple de ces mesures, Les résultats obtenus quant aux variations de la hauteur moyenne
des plantules d’Atriplexnummularia L. On constate que les hauteurs moyennes des plantes
augmentent progressivement et tout particulierement chez le traitement (Cd/6) ou on

enregistre une augmentation de plus de 43 % par rapport au témoin (Badache H, 2015).
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e Les feuilles
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Figure 21. mesure de nombre des feuilles (vicia faba )

Les résultats menés sur Le nombre des feuilles montrent en termes de morphologie que la
feve ne présente aucun symptome via le cadmium. Bien que les 3 concentrations utilisées en
cadmium n’affectent pas le nombre des feuilles qui augmentent pondant le traitement chez les
plantules contaminées par rapport aux plantules témoins. Ce phénomene a été remarqué sur
I’Arabidopsisthaliana comme exemple quand a 50 et 100 uM de cadmium, les feuilles ont un
développement similaire a celui des plantules témoins comme la réduction de nombre de

feuilles était signalée a partir de 400 uM (MoussavouMoudouma C, 2010)
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° La biomasse aérienne

Biomasse aérienne fraiche P Biomasse aérienne seche
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Figure 22.mesures de la biomasse aérienne fraiche (a) et seche (b)(Vicia Faba )

Les résultats obtenus pour I’effet de cadmium sur la biomasse aérienne fraiche (a) et seche (b)
.mettent en évidence que la plante vicia fabaprésente un rendement de biomasse aérienne tres
importent au cours de temps (7,15, 21 jours)

Méme en présence de cadmium a 3 concentrations la plante présente une augmentation de son
poids aérien plus important chez les plantes traitées que les plantes témoins.sur le (graphe a)
La différenceest hautement significative pour C1 et trés hautement significative pour C2 a
7jour. Dans 15 jours, également des différences hautement significatives ont été signalées
pour des contaminations a C2 et a C3. Dans 21 jours la différence est toujours marquée,
pour C2 elle est significative et hautement significative pour C3. Sur le graphe (b) la
comparaison entre les résultats nous a permis de remarquer majoritairement des différences
pour les contaminations a C2 et a C3.elle est hautement significative et significative apres 7
jours .dans 15 jours elle est hautement significative aprés 21 jours la différence est
significative pour ces deux concentrations d’apres ces résultats les concentrations utilisées en
cadmium n’affectent pas la biomasse aérienne de notre plante la feve Comme cela était
confirmé par (MoussavouMoudouma C, 2010) Les résultats montrent que la masse fraiche

des parties aériennes de méleze hybride n’est pas affectée demaniere significative avec 1
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mMde cadmium mais diminue fortement en présence de 2 mMavec une réduction d’environ

40 % par rapport aux témoins.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence une élongation perturbée de la tige ni le nombre de
feuilles était modifié¢ fasse a cette contamination ce qui laisse penser a I’explication de
(MoussavouMoudouma C, 2010) d’aprés I’auteur :avec une dose de 1g/Lde cadmium la
RMIS ne s’est produite qu’au niveau racinaire. Il serait cependant intéressant de traiter les
plantes plus longtemps et d’analyser les phénotypes observés au niveau du développement de
I’appareil aérien. Ca ratifie de ce fait que Le transport du cadmium vers les feuilles est
étroitement li€ au processus de la transpiration (Hardiman et Jacoby., 1984). Et que la
fermeture totale des stomates s’accompagne par une diminution importante de cadmium au
niveau des feuilles, (Salt et al., 1995). Dont on a articulé dans le premier chapitre, En effet
L’exposition a long terme au cadmium produit au niveau des feuilles, 1’apparition du
phénomene de chlorose, La chlorose est une conséquence de la perturbation du métabolisme
foliaire du fer et du zinc et les symptomes les plus évidents de la toxicité du Cd comme les

restitue (Clemens, 2006).sont I’enroulement des feuilles ainsi que la fermeture des stomates
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I1.2-L’effet sur la croissance des organes racinaires

o La racine principale
Longueur La longueur de la racine principale
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25 =T
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20 mcd 0.5
mcd 1
15
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Figure 23.mesure de la longueur des racines principales(vicia faba )

Pour la racine principale les résultats montrent une croissance en longueur au cours du temps
pour I’ensemble des plantules de vicia fabaen contrepartie la longueur des racines est plus
faible chez les plantes traitées par des concentrations élevées de cadmium ,une seule
différence significative est signalée pour la C3 dans 21 jour La réduction de la longueur des
racines devient de plus en plus forte en fonction de la dose du métal appliquée .nos résultats
sont similaires a ceux de (MoussavouMoudouma C, 2010) selon une étude sur
Arabidopsisthaliana, La racine principale des plantules est significativement réduite par
rapport au témoin dés une concentration de 50 uM Cette réduction de la longueur de la racine
principale a été observée chez d’autres especes : des plantes de pois de 7 jours soumis a un
traitement de 60 ou 120 uM de cadmium pendant 6 jours présentent une racine principale
réduite d’environ 10 et 30 % respectivement (Lima et al., 2006). Des plantules d’orge ayant
germé sur un milieu contenant 25 uM de cadmium, présentent des racines réduites de 40 %
par rapport aux plantes témoins (Sharma et al.,2004a). (Zhou et Qiu, 2005) ont également
observé une diminution de la longueur des racines chez la plante phytoaccumulatriceSedum
alfrediiexposée a 800 uM de cadmium pendant 20 jours : les racines sont trois fois plus

courtes que celles des témoins
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Les racines secondaires
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Figure 24. mesures de(nombre et longueur ) des racines II **(vicia faba )

Les résultats apportés sur le nombre des racines secondaires

diminution en nombre chez

toutes les plantules de la féve

(graphe a) indiquent une

au cours du temps

d’expérimentation. Tandis que cette diminution est trés importante et remarquable pour les

plantules contaminées en cadmium a déférentes concentrations plus la concentration en

cadmium est importante plus le nombre de racines secondaires décroit .Une différence

significative lors de 1

5 eme

jour est signalée pour C3 comparativement au témoin .deux

autresdifférences sont signalées au de-la de 21 jour lune est significative pour la C2. L’autre

est hautement significative pour la C3.

On remarque la méme allure pour la longueur des racines secondaires sur le graphe (b) qui se

développent dans le temps .en revanche les plantules contaminées par le cadmium a

différentes concentrations la longueur de leurs racines secondaires est en dégradation au fur

et a mesure que la dose en cadmium dans le milieu de culture augmente. La diminution de la

croissance racinaire ainsi que la réduction du nombre et de la longueur des racines latérales

sont des caracteres phénotypiques observés précédemment chez Pisumsativumpar (Rodriguez-
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Serrano et al.,2006) suite a un traitement par une concentration de 50uM de Cd pendant 14
jours. (Lima et al.,2006)ont ¢galement montré une réduction de 1’¢longation racinaire chez la
méme espece en présence de 30, 60 et 90uM de Cd. Cette réduction atteint 50% chez
Hordeumvulgaretraité par I1mM de Cd pendant 24 h (Tamas et al.,2008)

. La biomasse racinaire
. La biomasse racinaire fraiche P La biomasse racinaire séche
Poids = Poids
R F(g) ! RS(g)
2,5 T 1 01 mT
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2 0,08 T ’
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1,5 : 0,06 1
£ 0,05 1
1 £ 0,04 1
: 0,03
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: 0,01 o
0 0 = T (jour)
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Figure 25.mesures de la biomasse racinaire fraiche (a) et séche (b) (vicia faba )

Les valeurs de la masse fraiche( a) et séche (b) du systéme racinaire révelent qu’en présence
des 3 concentrations de cadmium, la production en biomasse augmente le long de la
période d’essai cependant cette augmentation reste toujours faible par rapport ala biomasse
racinaire des témoins ce qui signifie que le rendement en biomasse racinaire dans les milieux
contaminés a (0.25g 0.5g 1g)/l par le cadmium est fortement affecté¢ .ces résultats sont
conformes avec d’autres travaux réalisés par (Souguir D, 2009) lors d’une génotoxicité de
la féve induite par le cadmium ou la réduction de la matiere séche racinaire est importante
des 24 h du traitement a des concentrations de 100 et 200uM de Cd. Plus tard. Aussitot selon
(ZorrigW, 2010). qui a révélé que chez la laitue L’effet du cadmium sur la production de la
biomasse des racines continue a s’accentuer avec 1’augmentation de la concentration en
cadmium dans le milieu: il provoque des réductions de biomasse racinaire de 75%, 62% et

63% chez les plantes des variétés Kordaat, Paris Island Cos et RedSaladBowl, respectivement,
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lorsqu’elles sont cultivées en présence de 50 uM de CdCI2. (Mobin et Khan, 2007; Ebbs et
Uchil, 2008 ; Ekmekciet al., 2008)ont montré que l'augmentation de la concentration du
cadmium dans le milieu, réduit significativement la quantité¢ de la mati¢re seche des racines
chez (Zeamaysbadach).La réduction de biomasse racinaire est également mentionnée dans la
littérature chez d’autres especes : des plantules de pois de 5 jours traitées pendant 6 jours avec
60 ou 120 uM de cadmium, présentent une réduction d’environ 25 % de la masse fraiche des
racines (Lima et al.,2006). De méme, Chez Thlaspi arvense, un traitement de 7 jours avec 50
UM de cadmium (sur des plantes agées au départ de 30 a 40 jours) provoque une réduction de
la biomasse racinaire d’un facteur 3,5 (Ebbsetal., 2002). Certaines especes
hyperaccumulatrices peuvent aussi présenter un ralentissement de la production de biomasse.
Ainsi des plantes d’Arabidopsishallerid’un mois traitées pendant 3 semaines avec 100 uM de

cadmium présentent une réduction de biomasse del’ordre de 70 % (Zhao et al.,2006)

Ces résultats préliminaires montrent que les concentrations 0.25; 0.5 ; 1 g/l entrainent une
forte diminution de la croissance en termes de biomasse et développement racinaire c¢a
pouvait étre dii @ une modification au niveau des apex racinaires, aussi bien au niveau de la
racine principale que des racines latérales .selon (MoussavouMoudouma C, 2010) En
présence de cadmium, la zone d’élongation cellulaire n’est plus visible. En effet, la zone de
différentiation ou se forment les poils absorbants est située juste apres la zone de division
cellulaire En réponse aux concentrations €levées du cadmium la zone de formation des poils
absorbants n’est pas située aussi prés de ’apex, la racine principale et les racines latérales
sont raccourcies des 1’exposition a 50 uM de cadmium et présentent une disparition (ou une
déformation pour les doses ¢élevées de cadmium) de la =zone d’¢longation

(MoussavouMoudouma C, 2010).

L’allongement et la ramification racinaire sont fortement affectés chez la féve dans nos
conditions expérimentales. La racine primaire ainsi que les racines secondaires des plantules
traitées montrent une réduction de leur croissance pendant la période de traitement et
deviennent de plus en plus rigides par rapport a celles des témoins en présence des 3
traitements. L’absence de développement des racines latérales courtes pourrait étre la
conséquence d’une déficience en approvisionnement calcique comme 1'ont suggéré (Greger et

Lindberg, 1987). Selon d’autres auteurs, cela pourrait étre la conséquence d’une subérisation
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poussée au niveau de ces organes (Barcelo et Poschenrieder, 1990)qui limiterait 1’absorption

en eau (Breckle, 1991).

Plusieurs études ont montré que la présence du cadmium dans le milieu de culture peut se
traduire, au-dela d’une certaine limite, par D’apparition de symptomes d’intoxication,
accompagnés d’une inhibition de la croissance pondérale des plantes (Ouariti et al.,
1997;Djebali et al., 2002; Ghnaya et al., 2005; Zorrig et al., 2010 ).Ces effets peuvent étre
liés, entre autres, a la perturbation de 1’équilibre de certaines hormones de croissance,
notamment 1’auxine (Hasenstein et al., 1988),ainsi qu’a des perturbations de la machinerie
photosynthétique, notamment la structure des chloroplastes et la biosynthése de la
chlorophylle Parmi les symptomes visibles, le cadmium induit une inhibition de la croissance
de différentes parties des plantes. Ainsi, il produit une réduction de la biomasse des différents
organes chez des plantes aussi variées comme le haricot (Poschenrieder et al., 1989), le pois
(Sandalio et al., 2001;Chaoui et al., 2004), le tournesol (Di Cagno et al., 1999 ; Groppa et al.,
2007a), le riz (Fodor, 2002;Hassan et al, .2005;Aina et al., 2007), le saule et le peuplier
(Lunackova et al., 2003;Cosio et al., 2005), I’ail (Liu et al., 2003/4) et des plantes du genre
Brassica comme le colza (Larsson et al., 1998) et la moutarde indienne (Haag-Kerwer et al.,
1999). Ces inhibitions de la croissance s’accompagnent de changements anatomiques,
structuraux et ultrastructuraux importants au niveau des feuilles (Baryla et al.,2001;Sandalio

et al., 2001) mais également des racines (Cosio et al., 2005;Patel et al., 2005).
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III-Les conséquences physiologiques du plomb

II1.1- le statut hydrique
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Figure 26. La teneur relative en eau (vicia faba)

La figure met en évidence une perturbation importante dans le statut hydrique des plantes
traitées au plomb. Les trois différentes concentrations du Pb impliquées dans cet essai de
contamination induisent graduellement la diminution de la teneur en eau chez la féve

De nombreuses études ont mis en évidence une perturbation importante du statut hydrique des
plantes traitées au plomb. Elles ont principalement révélé une diminution de la transpiration, y
compris a de faibles doses, ainsi qu’une diminution de la teneur en eau (Barcelo and
Poschenrieder, 1990;Wozny et al.,1995; Sayed, 1999). Une diminution du degré de
transpiration et de la quantité d’eau contenue dans les feuilles a été aussi observée sur les

plantes traitées avec le plomb d’apres (Barcelo&poschenrieder, 1990).

Les chercheurs veillé & mieux expliquer ce phénoméne En premier lieu, la diminution de la
croissance des feuilles conduit a un amoindrissement de la surface foliaire qui est la zone
principale de transpiration de la plante (Igbal and Mushtaq, 1987;Weryszko-Chmielewska and
Chwil, 2005). Au niveau des feuilles, les stomates des plantes traitées au plomb sont de plus
petites tailles (Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005). Toutefois, les plantes semblent
pouvoir s’adapter a ces effets, en développant une plus grande densit¢ de stomates

(Kosobrukhov et al.,2004; Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005).

5



Chapitre III : Résultats et discussions Volet physiologique

Le plomb peut minéraliser la paroi cellulaire, diminuant ainsi sa plasticité, et par conséquent
influencant le potentiel hydrique de la cellule. Ce phénomeéne est accentué¢ par la diminution
des concentrations en molécules maintenant la turgescence cellulaire comme les sucres et les
acides aminés (Lane et al., 1978;Barcelo and Poschenrieder, 1990). Cette modification du
potentiel hydrique cellulaire, en particulier au niveau des cellules de garde, pose des
problémes de régulation d’ouverture et de fermeture des stomates. Pour maintenir la
turgescence de ces cellules, la plante synthétise massivement des osmolytes, et en particulier
de la proline (Saradhi and Saradhi, 1991; Mohan and Hosetti, 1997;Qureshi et al.,2007). Le
mécanisme d’ouverture/fermeture est sous le controle d’une phytohormone, 1’acide
abscissique ou ABA (Roelfsema and Hedrich, 2005). La présence d’ions Pb2+ entraine une
forte accumulation d’ABA dans les racines et les parties aériennes (Parys et al.,1998; Atici et
al., 2005), induisant la fermeture des stomates (Stefanov et al., 1993;Kosobrukhov et al.,
2004; Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005). Cette fermeture limite fortement les
¢changes gazeux avec I’atmosphere, (Parys et al.,1998;Vassil et al., 1998). La transpiration de
la plante, via des pores foliaires est ¢galement limitée par le dépdt d’une couche de cuticule
sur la surface des feuilles, consécutivement a une exposition au plomb (Weryszko
Chmielewska and Chwil, 2005). Pour résumer les données précédentes, le plomb limite les
pertes en eau de la plante par transpiration. Cette limitation de la transpiration, moteur
principal de la circulation de la séve brute et par conséquent d’eau, conduit a une diminution

de la teneur en eau dans les plantes.
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I11.2-Taux des pigments chlorophylliens : a ; b ; caroténoides
La photosynthése est un processus important pour la production de biomasse et la

Croissance des plantes

[Clue/e La synthese de la chlorophylle
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Figure 27 .Teneur en pigments chlorophylliens (vicia faba)

Selon les résultats consignés dans la figure (27). L’effet du plomb sur la teneur en
chlorophylle est variable en fonction des concentrations utilisées du ce métal tel que:
T>C1>C2>C3. En effet, le contenu en pigments (a) et (b), et La chlorophylle totale (a+b)
chez la féve sont réduis d’une maniére proportionnelle, (plus la dose du polluant est forte, plus
la réduction est intense). Aussi que La chlorophylle (b) semble plus sensible que la
chlorophylle (a) comme cela été distingué¢ d’apres (Kacabova and Natr, 1986; Stiborovaet
al.,1986; Woznyet al., 1995 ; Vodnik et al.,1999).ainsi la teneur en caroténoides elle est par
conséquent abaissée dans cette expérience au méme titre (Ralph et Burchett, 1998) ont
¢galement enregistré une forte diminution de la teneur en caroténoides dans les seules plantes

exposées au plomb.

Globalement la teneur en pigments chlorophylliens (a) et (b), (a+b) y compris les caroténoides
semble sous I’effet dépressif provoqué par le de plomb chez les plantes polluées par rapport
au plantes témoins. Par I’exposition aux MTL, les surfaces foliaires sont réduites et du coup
I’accumulation des pigments photosynthétiques est faible (Patraetal.,2004). En générale, la

photosynthése diminue (Seregin et Ivanov, 2000) et également le rendement photosynthétique
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peut chuter de plus de 50% (Bazzazet al.,1975). alors la chute du taux chlorophyllien explorée
dans les résultats précédentes, dans les fortes doses chez les plantes exposées au plomb est un
phénomene trés courant et supposé comme ¢€tant préliminaire a [’inhibition de la
photosyntheése (Prasad, 1999 ;Oncelet al.,2000). Cette inhibition est due a [’altération de
I’appareil photosynthétique. En revanche, le plomb induit des déformations dans les structures
des chloroplastes, plus sensibles que les mitochondries (Choudhury and Panda,
2004;Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005;Islam et al.,2007). 1l provoque également un
changement dans la composition des lipides de la membrane chloroplastique
(Stefanovetal.,1995¢) ou bien la RUBISCO qui permet la fixation du CO2 (Seregin et Ivanov,
2001;Patra et al., 2004). Ceci entraine une réduction de la teneur en chlorophylle ainsi que
celle de tous les pigments photosynthétiques. Une concentration plus élevée en plomb
provoque une substitution de I’atome de magnésium (Mg) au centre de la molécule de
chlorophylle par un atome de plomb (Pb) provoquant un arrét de la photosynthése (Kupper et
al.,1996).

IT1.3-Taux des sucres solubles
Dans cette étude les sucres solubles ont été dosés Tenant compte que Les sucres solubles

participeraient au phénomene d’ajustement osmotique
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Figure 28.Teneur en sucres (vicia faba)

La teneur en sucres solubles comme la représente cette figure semble comme étant

altérée par la présence de plomb.la production de ce composé organique décroit dés le

3



traitement par la plus faible concentration jusqu'a la plus forte selon une allure descendante .
Les contaminations a C1 et C2 perturbent de manicre significative la synthése des sucres

I’inhibition est devenue hautement significative sous la concentration C3 chez la féve.

Nos résultats sont effectivement approuvés sur d’autre espece tel que le blé ou 1i a été
démontré que dans les graines traitées avec la forte dose en plomb ils ont observé une
diminution du contenu en sucres. La concentration (0.35g/l) a inhibé complétement la
synthése et/ou la libération des sucres chez les variétés. Du plus de vue statistique, les
résultats obtenus montrent I’existence de différences trés hautement significatives (Nedjah I,

2015)

II1.4-Taux des protéines

La teneur en protéines solubles totales est un test souvent utilisé pour mettre en évidence un
stress chez la plante

[C] mg/g Synthese des proteines
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Figure 29.Teneur en protéines (vicia faba)

A la lumiére de ces résultats correspondants a la synthése des protéines dans les conditions
expérimentales. On a constaté une perturbation dans le taux des protéines vis-a-vis la
présence du plomb chez la féve. En effet, la comparaison des plantes témoins avec celles
poussées dans les lots contaminés a différentes concentrations en Pb nous indique une seule
différence significative sous la concentration C2.En se basant sur des réponses biochimiques
des effets induits par le plomb nous pouvons citer I’exemple de blé quant a la variét¢é Waha et
Vitron, la plus forte concentration a savoir (0,35g/1) a induit une diminution de la synthése

protéique. (Nedjah I, 2015)
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Plusieurs auteurs ont signalé que les stress environnementaux peuvent provoquer une baisse
ou une hausse des protéines totales (Rai et al.,1983 ; Kumar&Singh, 1991). Dans le cas de
réduction, le plomb présent dans le cytoplasme interagit avec les protéines, bien que de fortes
concentrations puissent diminuer le pool protéique (Jana and Choudhuri, 1982; Mohan and
Hosetti, 1997; Saxenaet al.,2003;Mishra et al., 2006b). Cette diminution quantitative de la
teneur en protéines totales telle qu’ elle est illustrée dans I’expérience apparait comme la
résultante de plusieurs conséquences de 1’action du plomb: Modification de 1’expression
génique (Kovalchuker al., 2005) et augmentation de 1’activité ribonucléasique (Jana and
Choudhuri, 1982;Gopal and Rizvi, 2008)  Stimulation de I’activité protéasique (Jana and
Choudhuri, 1982) Diminution de la teneur en acides aminés libres (Xionget al.,2006),
corrélée a une forte perturbation du métabolisme de 1’azote . Cependant, on constate une
augmentation de certains acides aminés comme la proline (Saradhiand Saradhi, 1991; Mohan
and Hosetti, 1997; Qureshi et al.,2007) qui semble jouer un role important dans la tolérance
de la plante au plomb (Saradhi and Saradhi, 1991). Outre une modification quantitative, le
plomb agit sur la composition qualitative des protéines cellulaires. Il modifie le profil
protéique des cellules racinaires de féves exposées au plomb (Beltagi, 2005). Les ions Pb2+
influencent également fortement les activités de nombreuses enzymes intervenant dans
différents processus métaboliques. D’autres auteurs comme (Shraddha Singh et al.,2004) ont
trouvé une accumulation nette des protéines dans les racines et les feuilles de tomate,

proportionnelle a la concentration du métal étudié.
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II1.5-Taux de la Proline

La proline est un acide aminé souvent considéré comme bio marqueur de stress (Dinakaret
al.,2008;Szabados et Savouré, 2009).elle est connue pour étre synthétisée en réponse a de

nombreux stress ; ¢’est pourquoi une attention particuliére a ét€ portée a cet acide aminé

[clme/g Synthese de la proline
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Figure 30 .Teneure en proline (vicia faba)

Contrairement a I’ensemble des dosages précédents, cette analyse nous a signalé une
augmentation trés prononcée dans la teneur en proline chez la féve contaminée en plomb
donc le traitement au plomb a augmenté la synthése de la proline tout au long d’expérience,
en outre les concentrations C2 et C3 du métal agissent d’une manicre significative sur la
production de cette acide aminée. Ceux-ci sont également corroborés sur un grand nombre
d’especes végétales. on stipule que Le Pb augmente la production de proline chez les deux
cultivars de Brassicanapus (Gohari et al.,2012). La proline joue un rdle essentiel en réduisant
les stress abiotiques, y compris celui induit par les métaux lourds. c’est également assuré par
(Saradhi and Saradhi, 1991; Mohan and Hosetti, 1997; Qureshi et al., 2007) quand ils
constatent une augmentation de certains acides aminés comme la proline qui semble jouer un

role important dans la tolérance de la plante au plomb (Saradhi and Saradhi, 1991).

La proline étant un soluté compatible important, elle joue un rdle crucial dans

I’osmorégulation et 1’osmotolérance (Rhodes et Hanson, 1993).Dans les conditions de stress
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hydrique, la cellule entraine une accumulation élevée de la proline endogéne et pourrait donc
constituer une approche efficace pour atténuer les effets néfastes de la dessication. En plus de
son rdle dans I’ajustement osmotique, elle protége les enzymes, les structures des protéines et
les membranes des organites. Elle fournit également de I’énergie pour la croissance et la
survie de la plante (Chandrashekar et Sandhyarani, 1996; Ashraf et Foolad, 2007; Hoqueetal.,
2007). Les résultats illustrés sur les figures de la proline et de la chlorophylle montrent une
certaine proportionnalit¢ entre les teneurs en proline, et les teneurs en pigments
chlorophylliens accumulées Nos résultats rejoignent ceux obtenus par (Lewin et al., 1978),
(Stewart,1981) sur 1'orge et(Tan et Halloran, 1982) sur le blé. Parallelement a cette
accumulation, on a remarqué une proportionnalité inverse entre la proline et la chlorophylle
ce qui laisse penser que La plante qui accumule plus de proline est aussi celle qui connait une
diminution de ses teneurs en pigments chlorophylliens et vice versa Donc, plus il y a de
proline plus il y a une forte diminution en pigments chlorophylliens. (Bengston et al.,1978),
(Reddy et Veeranjaneyulu, 1991) suggérent 1'existence d une connexion vraisemblable entre
les voies de biosynthése des pigments chlorophylliens et la proline Cette évolution pourrait se
traduire par une compétition entre ces deux composés sur leur précurseur commun qui est le
glutamate. En effet, la proline est considérée comme agent adaptatif et marqueur de stress
favorable. (Dinakar et al., 2008 ; Szabados et Savour¢, 2009).au-dela il se dégage de ces
observations comme nous avons mentionné pour l’accumulation de proline que 1effet
conjugué¢ du déficit hydrique et osmotique apporté par 1'effet de plomb a incité une forte

accumulation de proline ce qui explique la forte teneur de cet élément dans les plantes.
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IV-La phytoaccumulation de plomb
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Figure 31.La teneur en plomb dans les organes (aériens et racinaires)

La partie aérienne ne semble pas étre comme cite convenable pour I’accumulation du Pb mais
cela n’empéche pas le passage vers les organes aériens proportionnellement a la
concentration du plomb dont la teneur en ne dépassant pas (20mg /g MVS).En revanche la
quantité du plomb prélevée dans la partie racinaire est assez importante ce qui nous a permis
de penser que les racines sont les organes préférables chez la féve pour I’accumulation du Pb
avec une teneur qui touche (40mg/g MVS) pour les concentrations (0.5 et 1) g/L. . L’analyse
de ces résultats par le test de student signale une différence hautement significative pour C2
et C3.corresponds au systéme racinaire. Nos résultats se concordent avec (Kebir T, 2012) qui
a démontré que Le Pb se concentre dans les racines et les feuilles du poivron, d’artichaut et
du raisin avec respectivement des teneurs (6,48 £1,95) et (3,35 +1,01) mg/kg; (19,83 £5,97)
mg/kg et (14,87 £4,47) mg/kg; (78,67 £13,68) mg/kg et (62,38 £8,78) mg/kg. Ou encore
selon (Meyerset al.,2008). Les plantes de Lathyrussativus, lignées ‘Raipur’ et ‘Bangladesh’,
exposées au Pb accumulent Dans leurs racines des quantités de Pb comparables a celles

retrouvées dans les racines de plantes accumulatrices.

La racine est le premier organe du végétal exposé aux métaux (Lynch and Whipps,
1990;Piechalak et al.,2002). Depuis plus de trente ans, du fait des risques de contamination de
la chaine alimentaire par le plomb, 1’absorption racinaire a fait 1’objet de nombreuses
recherches sur diverses espéces végétales. De ce fait, les études portées essentiellement sur

les céréales, comme ’orge et le bl¢ (Tanton and Crowdy, 1971), le mais (Tung and Temple,
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1996b), ou les légumes, comme la laitue (Glater and Hernandez, 1972), le radis (Lane and
Martin, 1977) et ’oignon (Wierzbicka, 1987). Ces travaux ont révélé que le plomb, apres
s’étre fixé au rhizoderme, pénétrait dans le systeme racinaire de fagon passive et suivait le
systeme de conduction de 1’eau. Cette absorption n’est pas uniforme le long de la racine,
puisqu’il existe un gradient de concentration en plomb dans les tissus a partir de ’apex, qui
est la zone la plus concentrée (Tung and Temple, 1996b; Sereginer al,2004). Les tissus
jeunes, et en particulier la zone apicale (en dehors de la coiffe) ou les cellules possédent des
parois encore fines, sont les zones absorbant le plus de plomb (Wierzbicka, 1987;Tung and
Temple, 1996b;Seregin et al.,2004). Des études ont montré que le plomb était majoritairement
présent dans 1’apoplaste et que seule une faible proportion pénétrait dans 1’endoderme (Tung
et Temple, 1996;Seregin et al.,1997; Patra et al., 2004). Il aurait donc tendance a s’accumuler
dans I’espace libre, étant fortement li¢é aux groupements carboxyliques des composés
pectocellulosiques des parois.

Ce transport limité des racines vers les feuilles comme le démontrent nos résultats peut étre
expliqué par la barriere formée par I’endoderme des racines. Les bandes de Caspary peuvent
en effet étre un facteur majeur limitant le franchissement de I’endoderme jusqu’au cylindre
central selon (Seregin et al., 2004;Sharma et Dubey, 2005).(Yoon et al., 2006) dans une étude
des concentrations en métaux dans des plantes natives sur un site contaminé ont montré que
dans 95% des cas, les concentrations en plomb dans les racines étaient beaucoup plus élevées
que dans les feuilles, soulignant une faible mobilit¢ du plomb des racines vers les parties

aériennes également comme nous I’avons vue, et donc une immobilisation dans les racines.
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V- Les conséquences physiologiques du cadmium

V.1-le statut hydrique
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Figure 32.La teneur relative en eau (vicia faba)

Le statut hydrique des plantes est tres affecté en présence de cadmium comme il est indiqué
sur la figure(32). Selon ces résultats les 3 concentrations de cadmium 0.25, 0.5 et 1 g/L
perturbent la teneur en eau de notre plante exemplaire vicia faba vers un ordre décroissant
comparativement au témoin. Ces résultats ont été confirmés par plusieurs chercheurs le
cadmium affecte 1’absorption de 1’eau, son transport ainsi que la transpiration (Barcelo et
al.,1986;Costa et al., 1994;Vassilev et al., 1997). Ces perturbations hydriques se manifestent
par une diminution de la teneur relative en eau (TRE ou RWC : Relative Water Content), du
potentiel hydrique (¥) et du potentiel de turgescence foliaire (Vassilev et Yordanov, 1997).
(Barcelo et al.,1988et Marchiol et al., 1996) suggerent que le transport d’eau diminue de deux

a quatre fois selon I’espéce et la concentration du cadmium.

( Barcelo et al., 1988) ont considéré que cette diminution est due a I'inhibition de la division
et de I’¢longation des cellules xylemiques. Ces auteurs ont présumé que ceci est une
conséquence des perturbations de I'équilibre hormonal causées par le cadmium. De méme, le
cadmium induit une accumulation de composés phénoliques insolubles, comme la lignine,
dans les vaisseaux de xyléme réduisant ainsi le transport ascendant de I’eau et des ¢léments
nutritifs (Chaoui et El Ferjani, 2004). Le cadmium provoque également une réduction de la
transpiration ainsi qu’une augmentation de la résistance stomatique accompagnée d’un

accroissement de la teneur en acide abscissique (ABA) (Sharma et a/.,2002;Fediuc et
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al.,2005). En effet, plusieurs hypotheses ont été ¢laborées pour expliquer le mode d’action du
cadmium sur les mouvements stomatiques. (Polle et Schiitzendiibel, 2003) suggerent que la
réduction de I’absorption de I’eau chez les plantes, en présence des métaux lourds, induit une
surproduction de I’ABA qui va transmettre un signal vers les feuilles répondant par une
fermeture de leurs stomates. D’autres chercheurs suggérent que la fermeture stomatique, en
présence de Cd2+, est due a la ressemblance chimique entre les ions Cd2+ et Ca2+ (Fediuc et
al.,2005 ; DalCorso et al., 2008). En effet, la fermeture stomatique est due essentiellement
aux variations du potentiel de turgescence dans les cellules de garde. Elle se déclenche suite a
une accumulation des ions Ca2+ dans le cytosol des cellules de garde (MacRobbie et Kurup,
2007). Etant chimiquement semblables aux ions Ca2+, les ions Cd2+ gagnent les cellules de
garde Et limitent l'activit¢ de Ca2+ (Perfus-Barbeoch et «l.,2002) et ce qui peuvent

récapituler un ensemble possible justificatif sur nos résultats obtenus

V.2-Taux des pigments chlorophylliens : a ; b ; caroténoides
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Figure 33. Teneur en pigments chlorophylliens (vicia faba)

La figure (33) représente I’évolution des différents pigments photorécepteurs: chlorophylle
totale a+b, chlorophylle a, chlorophylle b et Caroténoides chez les plantules de Vicia faba

témoins, et traitées par le Cd a différentes concentrations.
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Nous avons noté une réduction graduelle de la chlorophylle totale ainsi les caroténoides lors
des contaminations effectuées. Tandis que les plantes témoins gardent un niveau plus élevé
pour ces sites photorécepteurs, la diminution touche exclusivement la chlorophylle (b) alors
qu’une insensibilit¢ de la chlorophylle (a) a été remarquée. Ces mémes résultats ont été
prouvés par (Souguir D,2012) dans un traitement de la féve par le cadmium a différentes
concentrations durant 12, 24 et 48 h. 'auteur a révélé une réduction significative de la
chlorophylle totale qui atteint 30% au terme du traitement avec 100 et 200uM de Cd. Cette
diminution correspond a La chlorophylle (b) tandis que la chlorophylle (a) reste insensible.
Le Cd induit également une diminution de la teneur en caroténoides, en accord avec de
nombreux travaux portant sur des plantes variées (Baszynskiet al., 1980 ; Larssonetal., 1998 ;
Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2002).La diminution de la chlorophylle totale a été observée
aussi chez Bechmerianivea, Bacopamonnieri et Pisumsativum exposées au Cd d’apres

(Sandalio et al., 2001;Mishra et al., 2006; Liu et al., 2007).

La réduction prononcée dans les sites photorécepteurs (b), (a+b) et la non sensibilité¢ de la
chlorophylle (a) vis a vis la contamination en cadmium, peut étre expliquée dans ce cas par
le faible passage de I’ion métallique vers les parties aériennes pendant les premiers jours de
traitement. Autant d’explications peuvent étre rapportées sur ce phénomene. Le cadmium
affecte sérieusement l'appareil photosynthétique (Clemens, 2006). La diminution de la
capacité photosynthétique par le cadmium peut étre due essentiellement a une désorganisation
structurale des chloroplastes (Djebalietal., 2005;Baryla etal., 2001) rapportent que la chlorose
observée dans les feuilles de Brassica napus est due a une diminution significative de la
densité¢ des chloroplastes et a une augmentation de la taille des cellules mésophyliennes et
suggerent que Cd2+ affecte aussi la genése des organites cellulaires, essentiellement les
chloroplastes. Le cadmium pourrait aussi avoir une action directe ou indirecte sur la teneur en
chlorophylles (Ghnaya et al., 2005;Mobin et Khan, 2007 ; Singh et al., 2010) par
I’intermédiaire de perturbations métaboliques (Vassilev et al., 1997) ou d’une inhibition des
enzymes de biosynthése de la chlorophylle (Padmaja et al., 1990).La diminution de 1’activité
photosynthétique en présence de cadmium pourrait étre aussi due a une diminution de la
teneur des parties aériennes en autres pigments comme le B-caroténe ou les xanthophylles
(Larbi et al., 2002). On pense que le cadmium agit également sur le processus de transport des
¢lectrons lors de la photosynthése. Le cadmium affecte les composants des photosystémes 11
(PSII) en altérant leurs structures et/ou leurs activités (Van Assche et Clijsters,

1985;Sigfridsson et al.,2004) et du coud les caroténoides qui protégent les photosystémes de
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plusieurs facons, en plus de capter 1'énergie lumineuse sont affectés a cette raison (Baroli et
al., 2004).La fermeture des stomates dont on a vu qu’elle pouvait étre causée par le cadmium
pourrait €tre une autre cause de la limitation de la photosynthése comme conséquence de la
restriction de la diffusion du CO2 dans les feuilles selon (Polle et Schiitzendiibel,

2003 ;Fediuc et al., 2005).

V.2- Taux des sucres solubles

[Cl mg/g La synthes des sucres
MVF
2,5 BT
mcd 0,25
2 ocd 0,5
mcd 1
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1
0,5 =
0 -
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Figure 34. Teneur en sucres (vicia faba)

Les résultats consignés sur la figure montrent I‘influence de cadmium sur la production des
sucres par la plante vicia faba. La contamination a C3 du cadmium perturbe de maniére tres
hautement significative la production des sucres .I’évolution de ce composant dans nos essais
décroit graduellement.

A Pexemple de ce qui a été rapporté, (Costa et Spitz, 1997) observent également une

perturbation de la teneur en glucides solubles sous I’effet du Cd.
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V.3- Taux des protéines
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Figure 35. Teneur en protéines (vicia faba)

Le dosage de protéines solubles obtenues dans les résultats sur la figure (35) met en évidence
’effet stressant des concentrations utilisées en cadmium comme métal polluant sur la plante
¢tudiée. La réponse de celle-ci en matiére de protéines vis-a-vis le cadmium décroit avec
I’augmentation en concentration du métal. Cependant le contenu en protéines dans les lots
témoins, est plus important que les lots contaminés, ces résultats sont conformes avec
d’autres études sur le regne végétale comme par exemple Chez le soja, le Cd induit la
sénescence des nodosités, réduit le nombre de nodosités et indirectement, induit aussi un

stress oxydatif qui réduit par conséquent la synthése des protéines (Maynaud, 2012).

Lorsque les contraintes environnementales (stress hydrique, thermique, oxydant, exposition a
une pollution, infection par des agents pathogenes...) sont fortes, la plupart des protéines subit
une dénaturation (Paridaet al.,2004;Guo et al., 2007 ; Mohammad khani et Heidari, 2008 ;
John et al.2009).Au sein des Iégumineuses, diverses publications font état des effets néfastes
du Cd sur la croissance donc nos résultats sont plus souvent confirmés. Cette chute accentuée
pour la synthése des protéines peut réintégrer dans cette explication : Les métaux lourds sont
connus pour accroitre la formation de ROS (Siedlecka et Krupa, 2002), produisant un stress
oxydatif secondaire dont une altération de la structure des protéines, par oxydation des
groupes thiols (Davies, 1987 ; Van Assche et Clijsters, 1990 ; Dietz, 2005),La toxicité¢ due au
cadmium peut résulter de sa liaison aux groupes thiols des protéines entrainant 1’inhibition de

leur activité ou la destruction de leur structure (Van Assche et Clijters, 1990 ; Prasad, 1995)
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V.4- Taux de la proline
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Figure 36. Teneur en proline (vicia faba)

En ce qui concerne le contenu en proline les résultats obtenus sur la figure (36) indiquent des
modifications chez les plantules contaminées a trois concentrations du polluant bien que la
teneur en proline dans les conditions de nos essais suit une allure croissante en fonction des
concentrations appliquées C1< C2 < C3 respectivement. La plus haute concentration de ce
contaminant provoque une modification hautement significative chez la féve.De méme que
nos résultats des travaux sur 1’action du cadmium sur les plantes de moutarde indienne
Brassicajuncea (L.) réalisés Par (Michel A, 2009) dans lesquels il démontrait que
L’exposition au CdCI2 (75 pM) induit une accumulation significative de la proline dans les

feuilles dont la teneur est multipliée par un facteur de 2,28 par rapport au témoin.

L’exposition aux métaux lourds se traduit souvent par une synthése de métabolites divers qui
s’accumulent a des concentrations de I’ordre des milli moles, parmi lesquels figurent certains
acides aminés (Costa et Spitz, 1997; Sharma et Dietz, 2006 ; Lei et al., 2007),
particulierement la proline, bien que ne constituant que moins de 5 % des acides aminés libres
(Matysiket al., 2002 ; Lei et al., 2007), est probablement I’un des métabolites de stress les
plus répandus. Nos résultats confirment également une augmentation accentuée dans la
production en proline chez la féve ¢a pourrait revenir a ce qui 1’ont expliqué plusieurs
chercheurs. Une augmentation de la proline sous I’effet du cadmium a été rapportée pour des

plantes variées telles que le lupin (Costa et Spitz, 1997), le riz (Shah et Dubey,1998a,b), le
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radis (Chen et al., 2003) et le soja (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 et al., 1995;Schat et al.,1997;Sharmila et Pardha Saradhi,
2002;Sharma et Dietz, 2006) mais aussi sous 1’action d’autres types de stress : salin (Demiral
etTiirkan, 2005), hydrique (Taulavuori et al., 2005), radiations UV (Pardha Saradhi et al.,
1995), thermique (Taulavuori et al, 2005). Différentes fonctions sont attribuées a
I’accumulation de ce solut¢ compatible : osmorégulation, chélation et détoxification des
métaux, protection des enzymes, régulation de 1’acidité cytosolique, stabilisation de la
machinerie de la synthése protéique et piégeage des especes réactives de 1’oxygene (radicaux
hydroxyles, oxygene singlet) assurant ainsi une protection des constituants cellulaires

(Sharmila et PardhaSaradhi, 2002)

VI- La phytoaccumulation de cadmium
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Figure 37.La teneur de cadmium dans les organes (aériens et racinaires)

Concernant la répartition du Cd entre les feuilles et les racines de la féve, nos résultats
montrent un faible passage des ions métalliques vers les feuilles et une localisation
préférentielle de ces ions dans les racines. La teneur en Cd augmente rapidement dans ce
niveau et atteint des valeurs d’autant plus élevées que celles accumulées dans les parties
aériennes la ou la teneur maximale métallique accumulée ne dépasse pas S0mg/g MVS
pour une contamination de 1 g/L en Cd. Nos résultats sont en concordance avec d’autres

¢tudes telles que (Souguir D, 2012) dans ces résultats les teneurs sont 44 fois plus ¢levées
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dans les racines de la féve que celles des feuilles suite a un traitement de 48 h en présence de
200 uM de Cd. Ceci confirme I’importance de la racine autant que site d’accumulation
privilégiée de Cd comparativement aux autres parties de la plante. D’autant d’exemple
peuvent étre citer a propre de nos résultats comme [’espece Plantagoa renaria, cultivée en
présence de différentes concentrations en Cd Dans les racines, la teneur en Cd augmente
rapidement et atteint des valeurs d’autant plus ¢levées que la concentration du milieu
approuvé par (Esteban R, 2006), ou encore chez Arabidospis thalianaainsi que une
quantification du .cadmium piégé dans les racines avec un facteur de 1,46 fois plus
importante que dans les parties aériennes, Ce qui permet en effet a la plante de limiter la

concentration dans les racines et donc la toxicité localisée du métal (Gong et al., 2003)

L’accumulation du cadmium différe considérablement selon les organes et les tissus d’une
méme plante. A I’échelle de la plante entiére, il y a généralement moins de Cd dans les
feuilles que dans les racines, et encore moins dans les fruits et dans les graines (Wagner,
1993).L’accumulation du Cd au niveau racinaire peut s’expliquer, soit par une forte
précipitation du métal dans les espaces intercellulaires (Van Balen, 1980) ou dans les
vaisseaux du xyleme (Barcelo et al., 1989;Sela et al., 1988), soit par une importante rétention
pariétale du polluant (Nishizono et al., 1989;Vecchia et al., 2005), ou par sa séquestration
endocellulaire par des peptides soufrés (Mehra et Tripathi, 2000; Clemens, 2001;Bruns et al.,
2001). Ce qui permet €également de traduire nos résultats selon lesquels le cadmium était
majoritairement accumulé dans les racines. Il existe donc probablement chez la féve comme
chez beaucoup d’autres espéces (Baker, 1981), un mécanisme permettant de limiter la
translocation du Cd du systéme racinaire vers le systeme foliaire .Cependant, chez certaines
especes, le cadmium peut s’accumuler fortement en dehors des racines. C’est par exemple le
cas du tabac qui accumule dans ses feuilles plus de 80% du cadmium prélevé par les racines

(Elmayan et Tepfer, 1994).
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CONCLUSION

Le plomb (Pb), et le cadmium (Cd) sont parmi les polluant les plus dangereux ils ne peuvent
pas étre dégradés et surtouts Ils n’ont aucun effet bénéfique connu. Car les plantes cultivées
sont le point d’entrée dans la chaine alimentaire, ils représentent un danger potentiel par bio-
accumulation; La prise de conscience du mauvais état sanitaire des sols conduit a la question
de savoir quels sont les risques, pour la santé¢ publique et pour les écosystemes. Nous
souhaitions de progresser dans la compréhension des mécanismes de stress induit par ces deux
polluants sur la féve (Vicia faba). L’objectif de Cette étude, comporte deux volets Le
premier avait pour but de voire les repenses morphologiques Le deuxiéme porte sur les effets
physiologique, et le pouvoir phytoaccumulateur Il ressort donc un certain nombre de résultats

novateurs :
Sur le Volet morphologique on a vu

_ Le traitement par le Plomb a 3 concentrations inhibe la croissance de tout le corps aérien
ainsi que le corps racinaire chez la féve, en effet la toxicité du Pb est plus marquée sur les

organes racinaires que sur les organes aériens

_ Le traitement par le cadmium a 3 concentrations n’implique pas des modifications contre la
croissance du corps aérien chez la féve, par ailleurs la croissance du corps racinaire est

raccourcie a propos de cette contamination.
Sur le Volet physiologique des effets induits par le Pb et par le Cd on retient que

_ La présence de plomb et de cadmium dans les milieux de culture perturbent le statut

hydrique des plantules traitées de vicia faba

_ Les pigments chlorophylliens sont aussi influencés par la toxicité métallique en particulier
la chlorophylle totale et les caroténoides qui diminuent vis-a-vis le traitement avec le Pb et

avec le cd.

_ La synthése des sucres chez les plantes contaminées par le Pb et celles contaminées par le

Cd est absolument dégradée selon nos essais

_ Au méme titre les protéines solubles ont tendance de subir une chute accentuée face a

I’existence de Pb et aussi de Cd.




_ En revanche I’analyse de la proline indique dans cette expérience 1’augmentation de sa

teneur avec 1’intensité de la concentration des métaux

Le pouvoir phytoaccumulateur :

_ Apres ’analyse de (SAA). On distingue le passage des ions métalliques des racines vers
La partie aérienne de la féve mais cette appareille ne semble pas étre comme cite convenable
pour I’accumulation du Pb du fait que la quantité du plomb accumulée dans la partie racinaire
est assez importante.

_la répartition du Cd dans la féve révéle un trés faible passage des ions métalliques vers les

organes aériens et une localisationsélective de ce métal dans les racines.

Perspectives

Comme perspective dans ce mémoire On a bien voulu de faire des analyses sur le volet

anatomique de la féve et méme de continuer 1’étude jusqu'a la période de fructification.
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v Tris_ Hcl v' H,SO,

v Brad Ford v Acide Nitrique (HNO,)
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v’ MgCL, v" L’eau De Javel
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Nutriment (%)
Calories 3.44
Humidité 10.1
Protéeine 25.5
Graisse 1.3
Hydrate de carbone total 5.95
Fibre alimentaire 6.8
Cendres 3.0
B-équivalent de carotene 1.3
Thiamine de magnésium 0.38
Riboflavine de magnésium 0.24
Tryptophane niacine de magnésium 2.1
Magnésium 1.62

Les Nutriments Contenus Dans 100 G Des Graines Séches De La Feve (DUC, 1981)



Résumé

A la catégorie des métaux lourds font partis le plomb et le cadmium, deux polluants plus
dangereux. Toxiques pour les organismes vivants et représentent un danger pour la santé
publique et environnementale.Cette ¢tude s’intéresse principalement a 1’évaluation de 1’effet
toxique de chaque un des deux éléments chimiques sur la croissance ainsi que le pouvoir
phytoaccumulateur de la féve. Selon nos résultats On constate que : La croissance des
organes aériens : la tige, le nombre des feuilles et la biomasse du corps aérien de la féve est
inhibée lors de I’exposition au plomb ainsi que la croissance de corps racinaire est raccourcie
ou on a vécue un développement des racines plus courtes mais plus compactes .Et de méme
I’évolution de la biomasse racinaire soit inhibée en raison de cette contamination. Les
résultats obtenus sur I’aspect morphologique sous 1’effet de cadmium ne montre pas un
probléme contre la croissance de 1’appareil aérien chez la feve tandis que la toxicit¢ de ce
métal aboutis a une forte inhibition de la croissance des organes racinaires. Les réponses
physiologiques de la feve face a ces deux polluants manifeste par une chute dans le statut
hydrique, faible teneure des pigments chlorophylliens provoguant le blocage de la
photosynthése et par conséquent 1’obstruction de la synthése des sucres et 1’abaissement de la
teneur en proteines, ce qui incite la forte synthése de la proline.

Le pouvoir phytoaccumulateur chez la feve est différent au sens du mot d’un métal a 1’autre ,
dans cette ¢tude on a révélé que les racinessont les organes privilégiées pour I’accumulation
des ions de plomb malgré 1’éventuelle translocation vers les organes aériens , en contrepartie
la feve limite la translocation des ions cadmium des racines vers les organes foliaires, et du

cout le cadmium aura tendance a s’ accumulé dans le systéme racinaire .

Mots clés : Cadmium, Plomb, Métaux lourd, Vicia faba , phytotoxicité , Accumulation
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summry
Heavy metals include lead and cadmium, two more dangerous pollutants. Toxic for living
organisms and represent a danger for public and environmental health. This study is mainly
concerned with the evaluation of the toxic effect of each one of the two chemical elements on
the growth as well as the phytoaccumulator power of the bean. According to our results It is
noted that: The growth of aerial organs: the stem, the number of leaves and the biomass of the
aerial body of the bean is inhibited during exposure to lead and the growth of root body is
shortened where there is shorter experienced root development but more compact. And the
evolution of the root biomass is inhibited because of this contamination. The results obtained
on the morphological aspect under the effect of cadmium do not show a problem against the
growth of the aerial apparatus in the bean while the toxicity of this metal results in a strong
inhibition of the growth of the root organs. The physiological responses of the bean to these
two pollutants manifest a drop in the water status, low content of chlorophyll pigments
causing the blocking of photosynthesis and consequently the obstruction of the synthesis of
sugars and the lowering of the protein content, which encourages the strong synthesis of
proline. The capacity to accumulate in the bean is different from one metal to the other, in this
study it has been revealed that the reagents are the preferred organs for the accumulation of
lead ions despite the possible translocation to the aerial organs, in return, the bean limits the
translocation of cadmium ions from the roots to the foliar organs, and cadmium will tend to

accumulate in the root system.

Key words: Cadmium, Lead, Heavy metals, Vicia faba, phytotoxicity, Accumulation



