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Résumé

Parmi les principaux polluants générés par les activités humaines, les éléments traces
métalliques ; posent des problémes particulierement préoccupants pour 1’environnement et la
santé publique citons le Chrome, le Plomb, et le Cadmium. Le cadmium (Cd) est I'un des
éléments les plus importants en raison de sa grande mobilité et de sa toxicité envers les
plantes. Notre travail vise a évaluer l'effet du cadmium sur les aspects biométriques,
biochimiques et physiologiques, les changements anatomiques et la teneur en composés
phénoliques de deux plantes Phaseolus vulgaris L. et Vicia faba L. Les plantules sont
exposés a des concentrations croissantes de Cd : 0,25; 0,5 et 1 g.I'! pendant 21 jours. Les
résultats obtenus montrent que le cadmium diminue considerablement le pourcentage de
germination des graines, l'allongement des radicaux embryonnaires, le poids sec de la plante,
la longueur de la tige / racine et le nombre de feuilles et de racines latérales. Parallelement, on
observe une diminution de la teneur en chlorophylle et en protéines avec tous les traitements
pour les deux plantes; cependant, la teneur en sucre et en proline ont augmenté de maniére
significative avec la concentration de 1 g.I™' de Cd. La teneur en polyphénols totaux a
augmenté d'environ 43% et 32% dans la partie aérienne et souterraine respectivement chez
phaseolus vulgaris , et de 43 % et 39% chez Vicia faba. Les flavonoides, les flavonols, les
tanins hydrolysables et les tanins condensés ont montré une augmentation significative avec la
concentration la plus élevée de cadmium. Le cadmium a également modifié I'anatomie des
racines et des tiges des plantes; une diminution du nombre et de la taille des vaisseaux du
xyléme et un retard dans la différenciation du xyléme ont été observés.

Mots clés: Cadmium, Phaseolus vulgaris L., Vicia faba L., croissance, changements

histologiques, composés phénoliques
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INTRODUCTION

La pollution par les éléments traces metalliques (ETM) est devenue un probléeme
d’importance majeur pour notre environnement, la présence de ces contaminants, a des
concentrations supérieures aux charges naturelles, est un probleme de plus en plus
préoccupant. Contrairement a d'autres polluants, les ETM ne se dégradent pas et s'accumulent
discretement, pour finir par atteindre des seuils toxiques. Cette accumulation dans la
biosphére perturbe le développement des végétaux, de la microflore et de la microfaune du
sol.

Parmi les éléments traces métalliques qui affectent le sol et I'eau, le cadmium (Cd) est I'un des
polluants métalliques les plus importants en raison de sa grande mobilité dans le sol, les

plantes et les systemes aquatiques (Manquian-Cerda et al., 2016).

Les agro-écosystemes modernes regoivent continuellement des quantités croissantes de
cadmium (Cd) provenant de plusieurs activités domestiques et industrielles, ainsi que
I'application agricole d'engrais phosphatés, de boues dépuration et d'eau d'irrigation
contaminées par cet élément; menant a une contamination du sol au Cd et a une absorption
accrue de Cd par les plantes cultivées dans ces milieux (McLaughlin et al., 2006; Escudey et
al., 2007). Le cadmium peut étre trouvé dans les sols, atteignant des niveaux d'environ 1
mg.kg? pour la plupart des sols de surface (Kabata-Pendias, 2000). Il est relativement
facilement disponible pour étre absorbé par les plantes car il se trouve principalement dans la
solution du sol ou lié a des systtmes en phase solide (Verbruggen et al., 2009).
L’accumulation de Cd dans les plantes présente un risque toxique pour ’homme, car les

plantes cultivées sont le point d’entrée dans la chaine alimentaire (Mensch et Baize, 2004).

Chez les plantes, I'exposition au cadmium provoque des symptomes de phytotoxicité sur le
plan morphologique, physiologique et biochimique. En effet selon Gratao et al. (2009) la
réduction de la biomasse ainsi que l'inhibition de I'élongation des racines a été observée chez
plusieurs especes. Le Cd entraine également la réduction de la photosynthése, la respiration et
la transpiration (Seregin et Ivanov, 2001; He et al., 2017; Yazdi et al., 2019), la germination
des graines (Chugh et al., 1995; Fattahi et al., 2019) et interfere avec l'absorption, le transport
et la distribution des éléments minéraux essentiels et non essentiels, en particulier dans la
forme de Cd? * (He et al., 2017). La toxicité du Cd déclenche une hyper-accumulation

d'especes réactives de l'oxygene, entrainant finalement un stress oxydatif chez les plantes
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(Cuypers et al., 2011; Anjum et al., 2015; Gupta et al., 2017). Les molécules antioxydantes
produites par les plantes en réponse a l'absorption de Cd sont considérées comme un
mécanisme de défense contre le stress métallique. Dans ce contexte, de nombreuses études ont
montré les propriétés de piégeage des radicaux par les polyphénols (Michalak, 2010; Cruces
et al., 2015; Manquian-Cerda et al., 2016). Il a été observé que les plantes exposées au stress
métallique exsudaient des niveaux élevés de composés phénoliques (Posmyk et al., 2009;
Mongkhonsin et al., 2016; Manquian-Cerda et al., 2018).

Les effets néfastes du Cd dans les sols comprennent également des modifications anatomiques
telles que la variation de I’organisation des tissus racinaires, le développement de barriéres
apoplastiques (Vaculik et al., 2012), et les modifications structurelles du systeme vasculaire
des plantes (Barcelo et al., 1988).

Le haricot commun (Phaseolus vulgaris L.) et la feve (Vicia faba L.) sont parmi les
légumineuses a grains les plus importantes au monde; ils constituent une source de nourriture
précieuse pour les humains du monde entier et représente une consommation et une
importance économique plus élevées. Ces plantes sont potentiellement exposees au Cd en
raison de l'utilisation d'amendements de fongicides et d'engrais en agriculture a travers le

monde.

Cette étude est assignée comme objectif I’évaluation de I’effet de Cd sur : (i) les parametres
morphologiques et physiologiques, (ii) I'accumulation de polyphénols dans les plantules de
haricot commun et de la feve, et (iii) sur la structure des racines et des tiges des deux plantes
afin de dresser une image la plus fiable des troubles structurels induits par le Cd dans les
vaisseaux. Cela devrait contribuer a cerner les réponses du haricot commun et de la féve au
stress au Cd.

Au cour de notre expérimentation, nous avons testé plusieurs éléments métalliques dont les
résultats n’étaient pas probants comparativement au Cd, ceci nous a encouragé a explorer la
piste du Cd vu I’importance des effets toxiques qu’il a exercés sur les deux plantes. De plus il

constitue le principal élément lié aux activités agricoles

Le présent manuscrit s’articule autour de trois parties. La premiére partie est une synthése
bibliographique ou sont exposées les données relatives a la description des deux plantes

étudiées, des éléments traces métalliques et particulierement de Cd, de la phytotoxicité du
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cadmium et la réponse des plantes au cadmium, ainsi que I’absorption et I’accumulation du
cadmium. La seconde partie, expose la démarche méthodologique, qui décrit les différents
protocoles expérimentaux utilisés pour les études morphologique, biochimique, physiologique
et anatomique ainsi que la détermination des teneurs en polyphénols.

La troisiéme partie est consacrée a I’interprétation et & la discussion des résultats obtenus.

Nous terminons par une conclusion générale et des perspectives.
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I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Généralités sur les éléments traces métalliques

Les éléments traces métalliques sont généralement définis comme des métaux lourds, c'est-a-
dire des €léments métalliques dont la masse volumique est supériere a 5 g/cm3. Cependant, la
classification en métaux lourds est souvent discutée car certains métaux toxiques ne sont pas
particulierement « lourds » (par exemple le zinc), tandis que certains éléments toxiques ne
sont pas des métaux (c’est le cas de l'arsenic qui est un métalloide). Ce terme générique
désigne donc indistinctement des métaux et métalloides réputés toxiques. Pour ces différentes
raisons, l'appellation « éléments traces métalliques » -ETM- ou par extension « éléments
traces » est préférable a celle de métaux lourds. Ceux-ci sont présents le plus souvent dans
I'environnement sous forme de traces. Les plus toxiques d'entre eux sont le cadmium,
I’arsenic, le plomb et le mercure. Alors que de nombreuses molécules organiques peuvent étre
dégradees, les ETM ne le peuvent pas et leur concentration augmente régulierement dans les
sols et les eaux. Certains éléments métalliques sont essentiels aux organismes vivants a de
faibles concentrations ; mais ils agissent a de fortes concentrations comme un facteur de stress
qui entraine une modification de la réaction physiologique.

Dans le sol, les ETM sont d’origine naturelle en raison de leur présence dans les roches
meres, mais aussi ils peuvent étre extraits de gisements ou déplacés d’un sol a I’autre par des
actions anthropiques et proviennent alors d’activités agricoles, industrielles, et domestiques.
L’exposition excessive aux ETM peut conduire a des effets trés néfastes sur la santé humaine.
Comme les vegétaux sont a la base de la chaine alimentaire, ils contribuent a I’imprégnation
de I’homme par ces ETM, d’ou I'intérét d’étudier et de contrdler I’accumulation des ETM

dans les végétaux (Kabata-Pendias, 2000).

1.2. Le Cadmium

Le cadmium est un métal d’un blanc argenté, brillant mais qui se ternit ; il est malléable et
ductile, et sa pression de vapeur est assez ¢levée. Il se manifeste presque toujours a 1’état
divalent ; chimigquement, il ressemble beaucoup au zinc et le remplace isomorphigquement

dans presque tous ses minerais (Cotton et Wilkinson, 1972).

1.2.1. Origines du cadmium dans le sol

1.2.1.1. Origine naturelle
Le cadmium est un métal relativement rare présent dans 1’environnement principalement en

association avec le zinc, le plomb et le cuivre. Au cours des temps géologiques, cet élément a




Synthese bibliographique

suivi un cycle qui a conduit & une distribution hétérogene de sa concentration a la surface du
globe (Brignon et Malherbe, 2005). La moyenne des concentrations en cadmium sur la terre
est estimée entre 0,1 et 2 ppm et la plupart du temps il est inférieur a 1 ppm (Kabata-Pendias
et al., 2001). Des niveaux beaucoup plus élevés peuvent s'accumuler dans les roches
sédimentaires, et les phosphates marins et les phosphorites semblent contenir des niveaux
pouvant atteindre 500 ppm (Cook et Morrow 1995 , OMS 1992).

L’altération et I’érosion de la roche mére va libérer une quantité importante de cadmium qui
sera transportée par les eaux continentales. L’ activité volcanique et les feux de foréts sont une
source conséquente de libération du cadmium dans I’atmosphére. Il a ainsi été estimé que les
apports naturels de cadmium étaient d'environ 800 a 1000 tonnes par an dans I’environnement

(OMS 1992 , OCDE 1994).

1.2.1.2. Origines anthropiques

1.2.1.2.1. Rejets d’origine industrielle

Il s’agit des retombées atmosphériques provenant de I’activité industrielle et du trafic urbain,
ainsi que du rejet des déchets industriels. Le cadmium contenu dans les produits en fin de vie
ou de celui existant dans des effluents liquides issus des usines contribuent également a la
pollution des sols et des eaux de surface et souterraines (He et al., 2005).

Le cadmium est principalement utilis€ dans la production de batteries d’accumulateurs (en
particulier des accumulateurs rechargeables au nickel-cadmium, ou accumulateurs Ni-Cd ,
dans la fabrication des pigments pour peintures et des matieres plastiques , des produits en
céramique, en verre et en émail, et des couleurs fines (jaune et rouge). Les sels de cadmium
servent quant a eux de stabilisants dans le polychlorure de vinyle. Ils sont employés dans la
production de revétements qui protégent le matériel électronique et les produits en acier et en
aluminium de la corrosion. Le cadmium est également utilisé dans une moindre mesure pour
la fabrication d’alliages, de piles photovoltaiques et d’autres semi-conducteurs (Korte, 1983 ;
Merian, 1984, Brignon et Malherbe, 2005, INRS 2013).

1.2.1.2.2. Les pratiques agricoles
Le cadmium est présent de facon plus ou moins importante dans quatre principales activités
agricoles qui sont présentées ci-dessous par ordre décroissant selon leurs apports en cadmium
sur les sols agricoles :
Les fertilisants minéraux phosphatés : Les fertilisants phosphatés peuvent présenter des
teneurs en cadmium tres importantes. Ils proviennent de I’exploitation de gisements

naturels de phosphate de calcium qui se trouvent principalement aux USA, en Chine, au
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Maroc, en Russie, en Tunisie et au Moyen-Orient. Selon le gisement, le phosphate naturel
contient plus ou moins de cadmium ; ce dernier s’y trouve comme une impureté que
les procédés classiques de fabrication de I’engrais ne permettent pas d’éliminer du produit
final. Le tableau 1.1 montre les résultats d'une analyse chimique des teneurs en cadmium
dans certains échantillons de phosphates naturels sédimentaires (Van Kauwenbergh, 1997).

Tableau 1.1 : Teneur en cadmium dans des phosphates naturels sédimentaires (Van Kauwenbergh,

1997)

Pays Dépot Cadmium (mg/Kg)
Algérie Djebel Onk 13
Burkina Faso Kodjari <2
Chine Kaiyang <?2
Etats unis Caroline du nord 33
Inde Mussoorie 8
Jordanie El Hassa 4
Mali Tilemsi 8
Maroc Khouribga 3
Pérou Sechura 11
Tanzanie Minjingu 1
Sénégal Taiba 87
Togo Hahotoe 48
Tunisie Gafsa 34
Venezuela Riecito 4

En Algérie, le cadmium est présent dans les phosphates naturels qui contiennent 13 mg/Kg de
phosphates naturels sédimentaires (Van Kauwenbergh, 1997).
Selon ASMIDAL (2004), I’ Algérie utilise peu d’engrais comparativement a d’autres pays
africains tel le Maroc par exemple, I'utilisation reste stabilisée autour de 100000 tonnes
d’éléments fertilisants alors que la moyenne mondiale est de 850000 tonnes par an. Le tableau
1.2 présente les quantités d’engrais phosphatés utilisée par an en Algerie.

Déjection animales : L’alimentation de certains animaux est souvent complétée en
phosphore. Ce rajout peut apporter du cadmium qui est naturellement présent sous la forme

d’impuretés dans les matieres premicres (phosphates) (SOGREAH, 2007).
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Tableau 1.2: Production et utilisation des engrais phosphatés en Algérie (FAOSTAT, 2017)

Année Production (tonne) Utilisation a des fins agricoles (tonne)
2008 11580 20760
2009 17400 48800
2010 22800 32800
2011 25000 36500
2012 31200 57500
2013 27800 71300
2014 31900 78000
2015 28200 63200
2016 32400 58800
2017 32400 58800

Epandage de boues, composts et autres produits : Ces produits proviennent de boues

résiduaires urbaines, de composts d’origine résiduaire et de déchets d’industries. Ils sont

valorisés par épandage pour leurs rdles fertilisants ou d’amendement. Ce type d’épandage

reste faible mais les teneurs en Eléments Traces Métalliques (ETM), et notamment en
cadmium, sont relativement élevées (SOGREAH, 2007).

Tableau 1.3 : Teneur en cadmium dans les principales sources de pollution des sols agricoles @

Source de pollution mg.Kg™/ mg.L"Yng.L ug.Lt de
produit ®
Fertilisant :
Fertilisant complet 23-29
Mono Superphosphate 16 - 26
Superphosphate 13-34
Roches phosphatées 7.2-47
Double Superphosphate <0,6-12
Triple Superphosphate 08-7
Mono ammonium-phosphate 1,8-8,1
Di ammonium-phosphate 4,3-6,6
Boues d'épuration 5-3,32
Engrais organiques 0,1-11
Eaux usées d’irrigation 0,05-0,35
Dépdts atmosphériques :
Dépdts secs 0,03-8
Dépdts humide 0,01 -52

@ Données adaptées de Kidd et al. (2007), Connan et al. (2013), Nookabkaew et al. (2016), et Kumarpandit et al. (2017).

®Unité du contenu en Cd : mg.Kg™ a I’exception des eaux usées d’irrigation, dépots secs, et dépots humides en mg.L-Y/ng.L-

'png.L  respectivement.
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Amendement calcique et magnésien : Les amendements calciques et magnésiens sont
destinés principalement a maintenir ou a élever le pH du sol et a en améliorer les propriétes
chimiques. Les amendements minéraux basiques peuvent contenir des ETM et notamment du
Cadmium (SOGREAH, 2007).

Les pesticides : Les produits chimiques utilisés en agriculture, tel que les fongicides, les
insecticides, les herbicides peuvent contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu, Cd, Zn et
Pb et peuvent donc contribuer & la contamination des terres agricoles (He et al., 2005).
Néanmoins, durant ces derniéres années, conscients du risque avéré de ces produits
chimiques, plusieurs gouvernements ont émis des réglementations limitant la présence de
métaux lourds dans ces produits. Le tableau 1.3 résume les teneurs en cadmium dans les

principales sources de pollution des sols agricoles.

1.2.1.3. Toxicité du cadmium chez les mammiféres et santé humaine

L'exposition au Cd peut entrainer un déséquilibre du Zn, du Mg et du Cu dans le corps et les
urines des mammiferes (Bulat et al., 2009). Une exposition a des concentrations élevées de
Cd est souvent corrélée a divers problemes de sante tels que l'insuffisance rénale, les troubles
osseux, les troubles neurologiques, lI'anosmie, les problemes du systéme reproductif masculin
et méme le cancer (De Queiroz et Waissmann, 2006; Sulkowski et al., 2000).

Dans les professions associees au Cd, les travailleurs (par exemple, les mineurs, les fonderies,
les soudeurs et les récupérateurs de batteries) ont plus de risque de développer un cancer de la
prostate. Dans une étude, une fonderie d'une entreprise de fabrication de bijoux avait non
seulement un taux élevé de Cd dans le sang dépassant les limites normales, mais également un
essoufflement, des douleurs thoraciques et de l'anxiété (Wittman et Hu, 2002). Bien que les
hommes et les femmes soient également sensibles aux effets néphrotoxiques du Cd, les
femmes et les enfants sont plus vulnérables a I'exposition au Cd. Cette sensibilité est due a
une diminution du stockage du fer et a une régulation des canaux en fer, qui a son tour
augmente les concentrations de Cd car le Cd et le Fe utilisent des mécanismes d'absorption
similaires (Chaumont et al., 2011).

Il semble également que I'exposition au cadmium a un impact sur la neurogenese adulte, ce
qui entraine une diminution du nombre de cellules et une apoptose dans les cellules. Une
grande attention a été accordée a la néphro-toxicité du Cd. Les travailleurs exposés au Cd
peuvent souffrir de lithiase urinaire, également connue sous le nom de calculs rénaux, et a
mesure que les effets progressent, des Iésions glomérulaires et une insuffisance rénale peuvent

survenir. Dans certains cas, les probléemes rénaux entraineront une urémie ou la mort en
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raison de Iésions tubulaires rénales qui peuvent étre indiquées par uneprotéinurie (Chaumont
etal., 2011).

L'exposition au Cd affecte la santé humaine au niveau cellulaire et est souvent en corrélation
avec le stress oxydatif et les dommages a I'ADN. Les fibroblastes humains (F1, F3 et F10)
traités avec le CdCl, ont présenté un arrét G2. L'arrét du cycle cellulaire est un indicateur des
dommages a I'ADN. Le Cd cellulaire influence de nombreuses protéines et leurs fonctions
dans la cellule, et ainsi il peut inhiber la synthése d’ADN et causer des dommages a 'ADN
d'une maniere qui dépend de la dose et du temps. En remplacant Zn, le Cd peut provoquer des
erreurs dans la réparation de I'ADN entrainant l'accumulation de lésions d’ADN qui
augmentent le risque de cancer (Cao et al., 2007).

Le Cd a une concentration de 0,5 uM peut réduire la capacité de réparation des lésions d'ADN
de 75% (Dally et Hartwig, 1997). Des changements temporels dans I'ADN dus aux radicaux
OH" produits par une exposition aigué au Cd ont été trouves dans des cellules hépatiques de
rat. Des mutations ont également été trouvées dans I'nypoxanthine guanine phosphoribosyl
transférase (HPRT), un excellent biomarqueur pour détecter tout dommage a 'ADN (Jianhua
et al., 2006).

1.3. Cadmium et plantes

1.3.1. Phytodisponibilité du cadmium

Les plantes peuvent absorber le cadmium présent dans le sol par I’intermédiaire de leurs
racines. Une partie de ce métal, présent dans les retombées atmosphériques ou dans les
amendements agricoles (impuretés), peut également pénétrer dans leurs feuilles a travers les
stomates. Cependant, en dehors de zones proches d’installations générant la production de
grandes quantités de cadmium dans 1’atmosphere, la plus grande partie du cadmium absorbée

par les plantes 1’est par absorption racinaire.

1.3.1.1. Notion de phytodisponibilité

La notion de phytodisponibilité découle directement de la notion de biodisponibilité, définie
comme « I’aptitude d’un €élément a étre transféré d’un compartiment du sol vers un organisme
vivant (bactérie, végétal, animal, homme) » (Baize, 1997). Ainsi, est biodisponible pour une

plante (phytodisponible), la fraction d’un élément susceptible d’étre absorbée par les racines.

1.3.1.2. Distribution du cadmium au niveau du sol
La solution du sol est le compartiment du sol ou les ions sont moins énergiquement retenus,

elle constitue le réservoir principal d’alimentation pour les plantes. Elle peut étre définie
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comme la phase liquide aqueuse d’un sol et ses solutés en équilibre avec la phase solide et
gazeuse. Elle joue un réle important dans les réactions physico-chimiques ou le processus
contrélant la dynamique des métaux dans les sols ainsi que leur spéciation, c'est-a-dire leur
forme chimique. Il s’agit du milieu a partir duquel les plantes vont absorber leurs nutriments

et libérer leurs exsudats.

COMPARTIMENT PLANTES

10TIQUE MICRO-ORGANISMES FAUNE DU sOL PRELEVEMENT
COMPLEXATION /
SOLUTION DE sOL Cd-Lmja <> Cd** > Cd-Lima DissociATiON

MINERAUX PreciPITATION/
carsonates  CO-PRECIPITATION

SORPTION /
réactive DEesoRrPTION
VIEILLISSEMENT /

PHASES SOLIDES ALTERATION

) IncLusION
inerte

Figure 1.1 : Schéma récapitulatif des principaux compartiments du sol et processus physico-
chimiques et biologiques impliqués dans le devenir du Cd dans les sols. D ‘apres Kabata-Pendias et
Pendias (2001).

Dans le sol, le cadmium va se retrouver adsorbe sur la matiére organique et les minéraux tels
que les argiles et les oxydes métalliques, ou précipité si les conditions physico-chimiques le
permettent. Egalement il peut étre transportés vers les eaux sous terraines ou les eaux de
surface par lessivage (Fig.l.1).

Le comportement du cadmium dans la solution du sol (disponibilité au transport ou
immobilisation) et aux interfaces solution/solide et solution/plante dépend d’un grand nombre
de parametres biogéochimiques liés a la nature du sol (teneur en argile, pH, capacité
d’échange cationique...), au contexte microbiologique, et aux formes chimiques du métal
présentes dans la solution du sol ou associées a la phase solide (Kabata-Pendias et Pendias,
2001).

1.3.1.3. Facteurs influencant la phytodisponibilité du cadmium
Divers facteurs influent sur la forme chimique du Cd dans les sols et donc sur sa

phytodisponibilité. 1ls sont liés principalement au sol lui-méme et a la plante considérée.
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1.3.1.3.1 Influence du pH

Le pH joue un rdle tres important dans la mobilité des métaux. Un pH acide entraine la mise
en solution des sels métalliques (Lions, 2004). En effet a faible pH, les protons H* qui sont en
concentration élevée dans la solution du sol vont se fixer sur les colloides a la place des ions
métalliques ce qui augmente la concentration des ions Cd?* libres accessibles pour
I’absorption racinaire. Plusieurs chercheurs ont pu montrer que les faibles valeurs de pH

favorisent 1’absorption et I’accumulation de Cd dans les tissus végétaux (Yanai et al., 2006).

1.3.1.3.2. Influence de la matiére organique et de la capacité d'échange cationique

Certains auteurs considerent l'influence de la matiere organique (MO) et celle de la capacité
des sols a échanger des cations (CEC) comme négligeables devant l'influence du pH
(Chlopecka et al., 1996). D'autres, comme Sanchez-Martin et Sanchez-Camazano (1993), ont
montré l'influence de la CEC et du pool des ions Ca?* et Mg?" sur l'adsorption et la mobilité
du Cd. Sauve et al. (2003) ont montré que la rétention du Cd par le sol était 30 fois plus
élevée dans un sol riche en matiere organique que dans un sol minéral. 1l est ainsi admis
qu’un sol riche en colloides organiques diminue la biodisponibilit¢ du cadmium. De plus La
quantité maximale de Cd adsorbée dans les sols a été corrélée avec le contenu en matiéres
organiques et la CEC (Levi-Minzi et al., 1976), montrant que les ions Cd?* étaient retenus sur

la phase solide par des phénomenes d'échange ionique et de complexation.

1.3.1.3.3. Salinité

La salinité des sols augmente fréeqguemment la phytodisponibilité du Cd (Li et al., 1984), En
présence de NaCl, le cadmium est absorbé sous forme ionique (Cd?*) ou sous forme d'un
complexe (CdClInz.n) (Lopez-Chuken et Young, 2005). En effet, les ions chlorures (CI)
forment des complexes stables avec les ions Cd?*. Ce processus de complexation semble
augmenter la mobilité des ions Cd?* dans le sol ainsi que leur biodisponibilité (Lopez-Chuken
et Young, 2005). Une salinité élevée entraine des concentrations élevées de Cd dans les

tubercules de pomme de terre (McLaughlin et al., 1994).

1.3.1.3.4. Température du sol et humidité

Entre 10 et 30°C, la température n’a qu’un effet direct négligeable sur la mobilité des métaux
(Serpaud et al., 1994). Mais, en présence de matiere organique, elle peut avoir un réle
indirect, par exemple en augmentant sa dégradation, ce qui peut produire des substances
acides et complexantes (Lions, 2004). Elle peut aussi jouer sur I’activité bactérienne. L.’action

des micro-organismes peut aller dans le sens de la solubilisation (production d’acide et de
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composés complexants etc.) ou de l’insolubilisation (formation de sulfures métalliques
insolubles, bioaccumulation et biosorption par les micro-organismes) des métaux lourds.
Lorsque la température du sol est basse, la vitesse des réactions chimiques en genéral est
ralentie. Haghiri (1974) montre que I’augmentation de la température favorise le prélévement
du cadmium par les plantes.

L'absorption de Cd par les plantes ne dépend pas uniquement des quantités de Cd dans le sol
mais aussi surtout la forme sous laquelle ce Cd a été incorporé (voire par la suite transforme)
dans ce soL, ou encore de la présence d'autres éléments comme Zn et Ca au voisinage des
racines qui entrent en compétition avec le Cd pour des sites d'absorption ou des transporteurs
transmembranaires.

De l’autre coté les conditions rhizosphériques (acidification, exsudats, microflore) sont
susceptibles de modifier la mobilité du Cd. Les racines exercent une forte influence sur leur
environnement dans le sens ou elles produisent des composes organiques et inorganiques qui
sont relachés dans le sol, il s’agit des exsudats racinaires, Relachés au niveau de zones
racinaires spécifiques, les exsudats diffusibles (acides organiques et aminés) peuvent
augmenter la mobilité du Cd. Au contraire et a cause de leur nature pectique, les mucilages
sont capables de lier, et par conséquent d'immobiliser, les ions aluminium et d'autres éléments
en trace dans une mesure qui dépend de I'élément (Pb #*>Cu 2*»Cd 2*>Zn ?*) (Morel et al.,
1986).

Les micro-organismes présents dans les sols peuvent intervenir de facon directe via des
processus physicochimiques de biosorption, possibles a la fois sur la biomasse morte et
vivante et des processus de bioaccumulation du Cd par la biomasse vivante. Ces deux
processus tendent a diminuer la concentration retrouvee en solution. Les micro-organismes
peuvent également avoir une influence indirecte sur la solubilisation du Cd par la production
de ligands anioniques capables de complexer le Cd en solution, par ’excrétion de protons
augmentant la compétition pour les phases de sorption et pour les ligands complexant ou

d’autres exsudats organiques complexant le Cd en solution (Viala, 2018).

1.3.2. Phytotoxicité du cadmium

Le cadmium est un élément non nécessaire pour les plantes et il est hautement toxique. Sa
toxicité est considérée de 2 a 20 fois plus élevée que celle des autres métaux lourds (Das et
al., 1997). Cependant la sensibilité des plantes a I’égard du cadmium varie suivant les espéces
et méme les cultivars d’une méme espeéce (Lindberg et Greger, 2002). La toxicité du cadmium

est directement liée aux capacités élevées de translocation des racines vers le reste de la plante
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(Das et al., 1997). A I’heure actuelle, les bases moléculaires des perturbations par les ETM
sont encore mal connues, mais on admet généralement qu’elles résultent d’un stress oxydatif,

di a la production d’espéces réactives de I’oxygene ou « Réactive Oxygen Species » (ROS).

1.3.2.1. Effet du cadmium sur la croissance

La toxicité du cadmium chez les plantes s'observe par l'apparition de retard dans le
développement des jeunes pousses, et par une réduction de la croissance des parties aériennes
et des racines (Zorrig et al., 2010). Ainsi, il produit une réduction de la biomasse des
différents organes chez les plants. Ces effets peuvent étre liés, entre autre a l'inhibition de la
photosynthése, de la respiration, de I'absorption d'eau et de nutriments par le Cd (Dias et al.,
2013; Singh et al., 2016), ou a la perturbation de I’équilibre de certaines hormones de
croissance, notamment l’auxine (Hasenstein et al., 1988). La réduction de I’élongation
racinaire peut étre causée par une inhibition de la division cellulaire et de la synthése des
polysaccharides pariétaux (Punz et Sieghart, 1993).

L’exposition a long terme au cadmium produit au niveau des feuilles, I’apparition du
phénomene de chlorose. La chlorose est une conséquence de la perturbation du métabolisme
foliaire du fer et du zinc. Ainsi, la présence du 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 (Cosio
et al., 2005).

1.3.2.2. Effet du cadmium sur la photosynthese

L'efficacité photochimique, la teneur en chlorophylle et l'intensité photosynthétique sont
considérées comme des indicateurs sensibles de I'état de croissance des plantes soumises a un
stress par le Cd (Chen et al., 2008). Plusieurs études ont montré que le Cd est un inhibiteur
efficace de la photosynthése (He et al., 2017). Le cadmium, en effet, inhibe fortement la
synthese des chlorophylles et leur liaison stable aux protéines, endommageant ainsi l'appareil
photosynthétique, en particulier les photosystemes I (PSI) et Il (PSII) (K upper et al., 2007),
et inhibant certaines enzymes du cycle de Calvin (Van Assche et Clijsters, 1990). En effet la
diminution de la teneur en chlorophylle peut étre attribuée soit a une réduction de sa synthése
(Goncalves et al., 2009), soit a sa dégradation enzymatique accrue (Somashekaraiah et al.,
1992), ou indirectement a une déficience en micronutriments dans le milieu.

Le cadmium peut se lier de maniére compétitive aux sites de liaison du Ca essentiels dans
PSII pendant la photoactivation du systeme de séparation de I'eau (Faller et al., 2005), et
inhiber directement le dégagement d'oxygéne (Pagliano et al., 2006). Chen et al., (2008) ont

montré que le Cd interfére avec la réplication des chloroplastes et affecte leur genése.
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Le stress oxydatif induit par le Cd et; la génération de ROS endommagent l'appareil
photosynthétique perturbant ainsi l'intégrité structurale des photosystemes | et 1l et entrainant
une diminution du rendement photosynthétique (Siedlecka et Krupa, 1996).

D’autre part le Cd peut inhiber l'activité de Fe (III) réductase dans les racines entrainant ainsi
une carence en Fe (I1), qui inhibe a nouveau le taux global de la photosynthese (Alkantara et
al., 1994)

1.3.2.3. Effets sur les processus métaboliques

La cytotoxicité du Cd affecte l'activité de diverses enzymes clés impliquées dans différentes
voies metaboliques et joue ainsi un réle pivot dans la régulation de la croissance et du
développement des plantes. Le NR (nitrate réductase) agit comme I'enzyme clé dans la voie
d'assimilation des nitrates et joue un r6le important dans la régulation de la croissance et du
développement des plantes (Solomonson et Barber, 1990). 1l a été constaté qu'un niveau elevé
de Cd dans le sol inhibe l'activité NR et donc I'assimilation des nitrates chez diverses espéces
vegeétales, notamment le mais (Hernandez et al., 1996), le pois (Burzynski, 1988), le haricot et
la tomate (Quariti et al., 1997) et le poichiche (Hasan et al., 2007)

Une inhibition de l'activité de I'anhydrase carbonique responsable de la solubilisation efficace
du CO: a été rapportée chez plusieurs espéces vegétales exposées au Cd (Siedlecka et Krupa,
1996), tandis que l'accumulation de proline s'est révélée étre fortement induite dans les
plantes soumises a un stress par le Cd (Younis et al., 2018a), entrainant ainsi des

changements dans I'environnement intracellulaire.

1.3.2.4. Effet sur la nodulation

En général, les sols contaminés au Cd montrent une diminution considérable de la population
de bactéries fixatrices d'azote et une inhibition de la formation des nodules racinaires. Il a été
démontré que la présence de Cd dans le sol inhibe le processus de nodulation et l'activité de la
nitrogénase chez plusieurs espéces végétales, notamment Glycine max, Pisum sativum
(Dhingra et Priefer, 2006), Phaseolus vulgaris (Dewdy et Ham, 1997).

La contamination du sol par le Cd provoque une diminution simultanée de la teneur en
léghémoglobine et de lactivité de la nitrogénase (Comba et al., 1998), ainsi qu’une
sénescence des nodules racinaires dans le soja suite a un stress oxydatif provoquée par

I’élément (Balestrasse et al., 2001).
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1.3.2.5. Induction d'un stress oxydatif

Le Cd induit frequemment un stress oxydatif dans les plantes via la génération de ROS
(Reactive Oxygen Species) (Fig. 1.2) capables d’endommager les structures
cellulaires (Sz6ll6si et al., 2009), de provoquer la peroxydation des lipides membranaires
conduisant & une altération des fonctions des membranes (Gratao et al., 2005), ou encore
d’oxyder les groupes thiols des protéines, affectant ainsi 1’activité de nombreuses enzymes

(Dietz , 2005). Les plus connues de ces formes réactives sont 1’ion superoxyde (O°®2), le

peroxyde d’hydrogene (H20), le radical hydroxyl (OH®) et ’oxygéne singulet (1/2 O>).

| Transport d'électrons |

Cd?
Pb2
2+
Hg Cycle d’'Haber-Weiss
v
02
SOD
v
H.0
72 écanisme de Fenton
CAT
GPX
APX
H.0 + %0, H,0 ¥ GSSG  H,0 * Monodéshydroasorbate

Figure 1.2: Production des espéces réactives de [’oxygene (ROS) par les métaux lourds
(d’apres Benavides et al., 2005).

1.3.2.5.1. Le systeme antioxydant
Les cellules végétales ont développé deux mecanismes de défense antioxydants majeurs

contre les dommages oxydatifs. Un de ces mécanismes est associé a l'activation de diverses
enzymes antioxydantes, comme la superoxyde dismutase, la catalase (CAT), l'ascorbate
peroxydase (APX) et la glutathion réductase (GR). Ces enzymes participent a l'inactivation
directe des radicaux libres réactifs.

L'autre mécanisme implique la synthése et l'accumulation de composés antioxydants non
enzymatiques, tels que les composés phénoliques particulierement les phénylpropanoides
(flavonoides, tanins et lignine), le GSH, les caroténoides, la vitamine E, l'ascorbate et la

proline, qui jouent un réle clé dans la détoxification des ROS induits par les métaux lourds et

15



Synthese bibliographique

leur élimination subséquente par piégeage pour atténuer leur toxicité (Sharma et al., 2012;
Stolfa et al., 2015).

La participation de molécules antioxydantes en tant que réponse de la plante a I'absorption de
Cd peut étre un mécanisme de défense contre le stress causé par le métal. A cet égard, de
nombreuses études ont montré les propriétés de piégeage des radicaux par les composés
phénoliques, principalement en raison de leur capacité a donner des électrons. 1l est donc
important de définir ces parametres comme biomarqueurs impliqué dans la réponse au stress
pour fournir un diagnostique plus réaliste de 1’impact de la pollution sur les organismes
vivants (Manquian-Cerda et al. 2016).

Cependant le Cd peut avoir une action délétere sur ces antioxydants non enzymatiques par
leur inactivation (Cho et Seo, 2005). Par exemple la liaison du Cd avec le GSH, produit un
épuisement du gluthation réduit et ’empéche ainsi d’assurer sa fonction d’élimination des

ROS (Clemens, 2006).

1.3.2.5.2. Induction de synthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire produits par les
vegétaux. On peut distinguer les différentes classes :

* Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques),

« Les flavonoides qui representent la classe la plus abondante et la plus étudiee, ils comportent
de nombreux sous-types comme les flavones, les flavanones, les isoflavones, les
anthocyanidines, et les flavonols ;ces dernieres possédent un trés fort pouvoir antioxydant en
raison de leur structure chimique favorable au piégeage des radicaux libres (Liu et al., 2012).

* Les tanins et les lignines

* et plus rares, les coumarines et les stilbénes (Harborne, 2000).

Il a été observé que les plantes exposées a un stress métallique produisaient des niveaux
élevés de composés phénoliques (Tolra et al.,, 2005; Kovacik et al., 2008, 2010;
Mongkhonsin et al., 2016). Ils sont généralement les molécules les plus puissantes dans la
lutte contre le stress oxydant car ils sont de bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles
permettant ainsi d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. Leur capacité antioxydante
réside dans leur faculté a « terminer » les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert
d’¢électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de transition les empéchant ainsi
d’intervenir dans les réactions de Fenton pouvant générer de fortes concentrations de radicaux
hydroxyls et de catalyser la peroxydation lipidique (Fig.l.3) (Leopoldini et al., 2011). De

fagon générale, I’activité biologique des flavonoides est fortement dépendante de la nature et
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de la position des substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles.
Cependant, les informations actuellement disponibles sur les effets potentiels du Cd sur les
niveaux et les profils des composés phénoliques et son role dans la détoxification des ROS,
ainsi que sur I'impact des métaux lourds, sont mal connues (Manquian-Cerda et al. 2016).

Transf ert de proton (HAT)

OH

I

M]'I"

Figure 1.3 : Mécanismes d'action antioxydante des composés phénoliques (Leopoldini et al., 2011)

1.3.2.6. Induction d’'une génotoxicité par le cadmium
Diverses études ont démontré un lien clair entre le stress oxydatif induit par les métaux lourds

et la génotoxicité via les dommages a I'ADN induits par les ROS et l'instabilité du génome.
Les ROS, générés dans les cellules végétales aprés une exposition a un stress abiotique
comme les métaux lourds, agissent comme un agent clé des dommages a I'ADN, de la
mutagénese et de l'instabilité du génome, provoquant une détérioration de la croissance et du
développement des plantes et une perte de productivité des cultures. Les dommages oxydatifs
a I'ADN provoquent souvent des ruptures simples et doubles et entrainent des anomalies

structurelles dans les chromosomes (Zucca et al., 2013; Mourato et al., 2012).
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1.3.2.7. Effets du cadmium sur I’absorption et I’assimilation d'éléments minéraux

Le cadmium affecte séricusement 1'état nutritionnel des feuilles et des racines par 1’altération
de D’absorption et de la distribution des ¢éléments minéraux indispensables pour le
fonctionnement de la plante (Benavides et al., 2005). En effet, 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 éléments nutritifs (Chaoui et El
Ferjani, 2004).

Plusieurs études ont montré que le cadmium réduit I'approvisionnement en calcium des
plantes, en effet le cadmium empreinte les canaux du Ca pour traverser la membrane
plasmique dans les cellules de garde (Perfus-Barbeoch et al., 2002) et les cellules racinaires
(White, 2000) conduisant & une compétition avec le Ca pour ces canaux et réduisant ainsi son
absorption par la plante. Le cadmium interagit avec le métabolisme du Ca, ce qui entraine une
perturbation du signal. Ainsi, la présence de Cd dans les cellules de garde entraine une
fermeture stomatique (Perfus-Barbeoch et al., 2002), la diminution du taux de transpiration
provoquant l'inhibition de la croissance ainsi que la translocation de Cu et Mn (Sipos et al.,
2013).

Le cadmium affecte également 1’accumulation du zinc chez les plantes. En effet, une
augmentation des teneurs en zinc chez les plantes en présence du cadmium a été décrite chez
différentes especes végétales, telles que la laitue (Zorrig et al., 2010). Cette augmentation
pourrait correspondre a une stratégie de protection développée par la plante. Elle pourrait étre
expliquée aussi par une induction directe ou indirecte de I’expression des systémes de
transport de zinc par le cadmium (Zorrig et al., 2010). Par contre, d’autres travaux décrivent
une forte compétition entre le cadmium et le zinc (Sadana et Bijay, 1989). Cette compétition
se traduit par une diminution de I’influx en Cd2* en présence de Zn?* (Costa et Morel, 1994).
Selon Alcantara et al (1994), I'absorption et I'accumulation de Cd provoquent une carence en
Fe (1) dans les racines; car le Cd inhibe la Fe (l1l) réductase. Solti et al. (2011) ont
également observé un dépdt de Fe dans les racines de Populus alba, ce qui a limité le
transport de Fe vers les pousses, lorsque les plantes ont été exposées a de fortes
concentrations externes de Cd.

La toxicité du cadmium peut également altérer I’absorption et le transport de nitrate des
racines vers les feuilles menant a une réduction de 1’assimilation nitrique (DalCorso et al.,
2008). Savvas et al. (2012) ont signalé que le Cd facilitait le dép6t de Cu et de Fe dans les
racines du concombre (Cucumis sativus L.) et reduit leur translocation aux parties aériennes

des plantes, tout en ayant peu d'effet sur l'absorption de Ca, Mg et K par Cucumis sativus L.
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Une interaction négative entre Cd et Mn a été largement signalé dans les plantes soumises a
un stress par le Cd (Wang et al., 2007). En revanche, Ramos et al. (2002) ont montré qu'une
augmentation de I'absorption de Mn a été observée chez L. sativa exposée au Cd.

1.3.2.8. Effet du cadmium sur ’absorption et le transport de I’eau

Le cadmium dans le sol pourrait induire un stress hydrique chez les plantes en diminuant la
conductance stomatique, le taux de transpiration et la teneur relative en eau des feuilles
(Dominguez et al., 2011). Ceci est du aux dommages physiologiques induits par la diminution
de l'espace intracellulaire et de la quantité de chloroplastes, ainsi qu'a une hypertrophie
cellulaire (Sandalio et al., 2001). Le cadmium affecte également la perméabilité de la
membrane plasmique, entrainant une réduction de la teneur en eau des plantes (Fernandez et
al., 2013). Polle et al. (2013) ont rapporté que les feuilles de P. euphratica presentaient une
perte d'eau et un flétrissement sous ’effet du Cd. Une diminution de I'imbibition d'eau a
également été signalée pour les graines de sorgho (Sorghum bicolor (L.)) (Kuriakose et
Prasad, 2008) et P. sativum L. (Siddiqui et al., 2009) exposées au Cd. Plus recemment, Sun et
al. (2013) ont montre que les cellules de P. euphratica traitées au Cd présentaient un net
rétrécissement du cytoplasme, indiquant une perturbation de I'équilibre hydrique. De plus, le
Cd peut réduire la surface d'absorption d'eau en inhibant la croissance des poils racinaires
(Gouia et al., 2003).

1.3.2.9. Changements anatomiques majeurs induits par le cadmium et anomalies chez les
plantes

La connaissance et 1’étude des structures anatomiques et leurs modifications chez les
vegétaux suite a leur exposition aux métaux lourds sont importantes puisque ils interviennent
dans labsorption des ions métalliques. Des études sur les monocotylédones et les
dicotylédones ont montré I'accumulation de différentes quantités de Cd a partir du sol (Chang
et al., 2014), suggérant que des couches cellulaires internes morphologiquement différentes
du cortex - endoderme racinaire jouent un réle important dans le transport des solutions du sol
transportant les métaux lourds a l'intérieur du systeme végétal. La formation accélérée
d'endoderme et d'exoderme de périderme hypodermique, la lignification de la paroi cellulaire
et la formation de chélates de Cd sont connues pour se produire en présence de métaux lourds
(Lux et al., 2011). L'épaississement du sclérenchyme, ainsi que le péricycle, en présence de
métaux lourds signalés dans Brachiaria decumbens peut étre lié a lI'absorption de métaux dans
les parois cellulaires comme voie alternative pour empécher leur translocation vers les tissus

photosynthétiques (Gomes et al., 2011). De méme, les racines de Salix viminalis cultivées

19



Synthese bibliographique

dans un sol riche en Cd avaient des parois cellulaires épaissies avec une plus grande
concentration de métaux a l'intérieur, par rapport a d'autres tissus (Vollenweider et al., 2006).
Chez les monocotylédones, ce sont les bandes de Caspary qui retiennent les métaux lourds
(Gomes et al., 2011). Les racines ou la croissance secondaire est absente dans I'endoderme
sont encore différenciées et caractérisées par des bandes de Caspary épaissies et lignifiées, et
une subérisation suivie d'un épaississement irrégulier de la paroi cellulaire endodermique. Les
monocotylédones, en grande partie, et quelques dicotylédones présentent les épaississements
irréguliers de la paroi cellulaire de I'endoderme (Evert, 2006). La plupart des grandes cultures
sont des monocotylédones, portant des endodermes différenciés, et il est donc tres probable
qu'elles jouent un réle important dans la prévention d'une libre pénétration des polluants a
travers l'apoplaste; par consequent, des informations sur les différences de fonctionnement du
systéme racinaire et la capacité d'accumulation de métaux lourds parmi les espéces vegétales
peuvent étre obtenues en acquérant des connaissances scientifiques sur la modification de la
structure des racines.

Dans une étude menée par Daud et al. (2013) sur deux cultivars de coton transgéniques
(BRO01, GK30) et leur lignée parentale (Coker 312), des dépbts de Cd ont été observés.
L'augmentation des niveaux de Cd a entrainé une accumulation d'amidon dans les cellules de
la mésophylle foliaire sous forme de granules d'amidon. Dans des conditions normales, les
cellules de mesophylle entieres ont montré une cellule propre et mince avec un noyau bien
formé et un certain nombre de corps lipidiques. Les chloroplastes étaient de forme elliptique,
possédant des thylakoides correctement disposés avec peu de granules damidon. Dans les
cellules traitées au Cd, il y a eu une augmentation du nombre de lipides et de nucléoles. Les
chloroplastes étaient deformés, avec peu de thylakoides gonflés et perturbés, alors qu'il y avait
une augmentation du nombre de granules d'amidon et de plastoglobules. Les granules ont été
observés dans les régions vacuolaires et cytosoliques, ainsi que fixés aux parois cellulaires des
cellules de mésophylle foliaire traitées au Cd, ce qui a montré que le Cd était principalement
accumuleé dans les parties mortes, ainsi que dans le cytosol, de la cellule.

Une concentration de 10 uM de Cd exogéne a entrainé la condensation des lamelles
granuleuses et stromales des chloroplastes, et une perte de connexion entre les lamelles avec
de petits globules osmiophiles a été observée chez Miscanthus (Guo et al., 2016). De méme,
les changements ultrastructuraux graves induits par le cadmium dans les cellules
méristématiques des racines et mésophylles foliaires de S. alfredii, qui étaient le principal site
de dommages induits par le Cd, étaient les chloroplastes qui ont conduit a la formation de

lamelles déséquilibrées, entrainant une sénescence précoce des feuilles (Jin et al., 2008).
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Le stress au cadmium a augmenté le diamétre des racines, en raison de l'augmentation de la
taille des cellules du parenchyme et de I'élargissement des tissus corticaux, qui ont un réle
fonctionnel dans l'augmentation de la résistance des plantes aux écoulements radiaux d'eau et
de solutés (Maksimovic et al., 2007).

La coloration histochimique du Cd?* a révélé des granules de Cd?* dans les tissus racinaires,
qui se limitaient principalement aux cellules du parenchyme, aux vacuoles et aux noyaux,
soutenant I'hypothése qu'une accumulation localisée pourrait étre une stratégie possible pour
la réponse de défense dans les plants de riz (Singh et Shah, 2014).

Les structures anatomiques des racines de quatre lignées de riz (lignées de maintien Yixiang
B et E2B, restaurateur 2+ lignées R892 et Mianhui725), cultivées sous différentes
concentrations de Cd, ont été observées, et la résistance des racines aux ions Cd*? a été
évaluée. Pour les quatre lignées de riz, la desquamation de rhizoderme et de nouvelles racines
ont été observées sous de faibles concentrations de Cd. Alors que sous des concentrations
élevées de Cd, la croissance des racines était inhibée dans les lignées de maintien, et les
racines secondaires ne pouvaient pas se développer ou se former, et quelques taches noires
sont apparues dans le cortex et le péricycle. Dans cette étude, des changements importants
dans la racine du riz ont été notés dans le rhizopiderme et le cortex. Il a été montré une
desquamation dans le rhizoderme et des dommages dans l'exoderme. Les changements
relativement faibles sont apparus dans le cylindre vasculaire et les vaisceaux de xyleme. De
plus, il y avait des taches noires dans le cortex et le péricycle, présentant des taches profondes
dans le péricycle et épaississant la paroi cellulaire apres le traitement par le Cd.

Le traitement au cadmium a accéléré la maturation des racines chez P. vittata, induisant des
changements morphogeéniques qui peuvent étre liés a des stratégies adaptatives. Ces
changements impliquent l'augmentation de la taille du méristeme apical racinaire, le
développement de poils racinaires et la différenciation plus précoce des éléments du xyléme et
des lamelles de subérine. Mais P. vittata semble incapable de survivre plus longtemps a une
concentration trés ¢levée de cadmium (par exemple, 100 uM), car, dans ces conditions, les
changements morpho-anatomiques et cytologiques extrémes observés au niveau des racines
limitent et alterent inévitablement la fonction racine (Balestri et al., 2014).

Apres son absorption avec les solutions externes, le cadmium s'est accumulé dans I'apoplaste
et n'est pas entré facilement dans les cellules intactes. Ainsi, le Cd absorbé se concentre
principalement dans l'apoplaste des cellules périblémes, et la distribution du métal suit le
schéma caractéristique des composés chargés positivement d'origine diverse, incapables de

traverser facilement le plasmalemme (Seregin et al., 2004). Des altérations structurelles
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produites par le Cd ont été détectées dans les plantules de Z. mays et H. vulgare. Un effet
négatif du Cd dans les vacuoles a été observé. Le Cd a provoqué une baisse du contenu
vacuolaire, non seulement dans les cellules des feuilles de Z. mays, mais aussi dans les
cellules racinaires de H. vulgare, probablement en raison de l'inhibition causée par le Cd dans
I'absorption d'eau. Les cellules racinaires de H. vulgare présentaient une déformation de la

paroi cellulaire avec une capacité de rétention élevée de Cd.

1.3.3. Stratégies des plantes vis-a-vis le cadmium

Les mécanismes conduisant a la tolérance au Cd peuvent étre divisés en deux groupes : les
stratégies d’exclusion qui consistent a éviter I’absorption du Cd, présent a concentrations
élevées dans le sol et les stratégies de tolérance. Les stratégies d’exclusion sont tout a fait
limité chez les plantes supeérieures ; cependant des experiences menées sur Thlaspi
arvense ont montré que I'écotype Jena était beaucoup plus efficace pour exclure le Cd des
racines et des pousses (Martin et al., 2012). En outre le génotype d’Holcus lanatus a montré
une vitesse réduite d’absorption d’arsenic (Hall, 2002). Les plantes présentant des
mécanismes de tolérance sont capables d’accumuler, de stocker et d’immobiliser le métal le
plus souvent par des processus de chélation et de sequestration rapportés dans la figure 1.5
(Leita et al., 1996).

1.3.3.1. La chélation et la séquestration du cadmium

La présence intracellulaire de ligands organiques, qui assurent une complexation et donc la
détoxication de nombreux ions métalliques constitue a I’heure actuelle un aspect fondamental
de la résistance aux métaux lourds.

Aprés ’entrée dans le cytosol, le cadmium, qui présente une forte affinité pour les thiolates,
est en grande partie chélaté par le glutathion ou par des peptides dérivés du glutathion : les
phytochélatines mais aussi par des acides organiques comme le citrate et ’oxalate (Clemens,

2006), ou encore par les métallotionéines (Guo et al., 2008).

1.3.3.1.1. Les phytochélatines

Les phytochélatines sont synthétisées en réponse a I’exposition a différents ions métalliques
essentiellement le Cd 2* (Clemens, 2006). Les phytochélatines sont de petits peptides riches
en sulfures (y-Glut-Cyst) n-X (n=2-11), qui présentent une forte affinité pour les métaux
divalents dont le Cd. La nature de l'acide aminé (X) varie en fonctions des végétaux et
détermine les isoformes des phytochélatines (Jumarie et al., 2001; Stolt et al., 2003); lls sont

synthétisés a partir du glutathion par la phytochélatine synthase (PS) (Zhu et al., 1999) (Fig.
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1.4) ; Les PCs sont synthétisées pour former des complexes PCs-Cd appelés complexes de bas
poids moléculaire (Low Molecular Weight (LMW) .
Ceux-ci sont transportés dans la vacuole par deux transporteurs de type ABC. Une fois dans la
vacuole, ils s’agrégent les uns aux autres par des ponts sulfures pour former des complexes de
poid moléculaire élevé (High Molecular Weight (HMW) (Clemens, 2006). Le pH vacuolaire
provoquerait alors la dissociation du complexe, et les ions seraient pris en charge par les
acides organiques présents, tels que le malate, le citrate ou encore I’oxalate (Sanita di Toppi
and Gabbriella, 1999).
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Figure 1.4: Régulation de la biosynthése des phytochélatines (PCs) et du glutathion (GSH) chez les
plantes. (Zhu et al., 1999).

1.3.3.1.2. Les métallothionéines
Sont un groupe de protéines de bas poids moléculaire (6.5 kDa et 60 a 75 acides aminés)
dérivés métalliques d’une protéine riche en soufre nommée thionéine, elles sont localisées
dans le cytoplasme des cellules. Elles ont une teneur élevée en cystéine et peuvent former des
liaisons avec des ions métalliques tels que le Zn, Cu, Ca, Hg grace aux groupements SH des
Cystéines. Selon les études actuellement disponibles, la plupart des MT présentent deux
domaines globulaires distincts, dépourvus de structure secondaire et reliés entre eux par une
courte séquence de transition ; chaque domaine est responsable de la fixation de plusieurs
cations métalliques divalents ou monovalents. Des expériences de sensibilité au Cd ont été
réalisées sur des lignées mutantes d’Arabidopsis thaliana cad 1-3 (lignées déficientes en PCs)
pour lesquelles les genes codant pour les MTs ont été mutés ou non. Les résultats ont montré
que I’absence de MTs, augmentait la sensibilité au Cd (Guo et al., 2008). Ceci met bien en
évidence I’importance des MTs dans la détoxication du Cd via ses propriétés de chélation.
Néanmoins, I’'implication des métallothionéine dans la réponse aux métaux lourds est encore

débattu, (Cobbett et al., 2002). Récursivement les métallothionéines peuvent fonctionner
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comme antioxydants (Dietz et al., 1999) et probablement intervenir dans la réparation de la
membrane plasmique (Salt et al., 1998). Ces protéines s’accumulent également en réponse a
d’autres stress (chocs thermiques par ex.) ou sous I’effet de facteurs telles que des hormones

et des cytokines.

1.3.3.1.3. Autres chélateurs

D’autres chélateurs peuvent étre impliqués dans la séquestration du Cd?* au niveau cellulaire :
il s’agit des acides carboxyliques, des acides organiques et les acides amines comme
I’histidine et la proline. Ils peuvent avoir un role important dans la tolérance des plantes aux
meétaux et dans la détoxification de ces éléments (Sharma et Detz, 2006).

Parmi les acides organiques impliqués dans la tolérance aux métaux on trouve les acides
dicarboxyliques (acides fumarique, malique, oxalique) ou les acides tricarboxyliques (comme
I’acide citrique). Leur synthése est souvent stimulée en présence de métaux lourds, ce qui
laisse penser qu’elles assurent le transport xylémien des ions métalliques depuis les racines
vers les parties aériennes de la plante (Ma et al., 1997, Harrington et al., 1996).

Les acides aminés libres, comme la proline, I’histidine et la cystéine, s’accumulent lors d’un
stress métallique et pourraient étre eux aussi impliqués dans la chélation de divers métaux
lourds, notamment du zinc et du nickel (Briat et Lebrun, 1999 ; Bert, 2000). Plusieurs auteurs
ont rapporté une augmentation considérable du taux de proline chez les plantes aprés un
traitement au Cd (Vezza et al., 2018; Younis et al., 2018a). Ainsi I’accumulation et la
tolérance au nickel dans le genre Alyssum semblent principalement dues a une synthese
accrue d’histidine (Krdamer et al., 1996).

La nicotianamine (dérivé de la méthionine et resultant de I’oligomérisation de trois S-
adénosyl méthionines) est une autre molécule capable de fixer les métaux de transition tel que

le cuivre ou bien le fer (Curie et al., 2009).

1.3.3.1.4. Séquestration dans la vacuole via les transporteurs tonoplastiques

Un deuxiéme mécanisme de séquestration vacuolaire de cadmium reposant sur 1’activite de
transporteurs de Cd a été mis en évidence, ainsi des études menées chez Oryza sativa et
Arabidopsis thaliana ont montré que AtHMA3 un transporteur de métaux lourds joue
vraisemblablement un réle important dans la séquestration vacuolaire du cadmium (Morel et
al., 2009; Ueno et al., 2010). AtHMAZ3 est une pompe ATPase localisé uniquement au niveau
de la membrane vacuolaire et sa surexpression augmente la tolérance au Cd (Morel et al.,
2009). HMAS3 apparait donc comme un transporteur impliqué dans la détoxication du Cd
(Figure 1.5).
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Ainsi on a pu démontré trois autres transporteurs tonoplastiques impliqués dans la
séquestration du Cd, ayant une activité antiport Ca ?*/H* ou Mg #*/H *: CAX2 (Cation
eXchanger 2), CAX4 (Cation exchanger 4) et MHX (Magnesium H* exchanger) (Berezin et
al., 2008), localisés au niveau de la racine, augmentent également la tolérance au Cd et ne
transloquent pas celui-ci vers les parties aériennes (Fig.l.5).

1.3.3.2. Autres mécanises

D’autres mécanismes agissant contre les effets néfastes des métaux lourds peuvent étre mis-en
ceuvre chez les plantes en général comme I’accumulation dans les feuilles agées, juste avant
leur abscission diminuerait ainsi les concentrations métalliques dans la plante (Dahmani-
Muller, 1999), I’évitement ou la réduction de P’absorption (Meharg et Macnair 1992),
L'induction des protéines de choc thermique (Hsp) déja réputées pour leur implication dans le
stress lié & un choc thermique, ou encore la fixation des métaux dans le compartiment
apoplasmique (Hall, 2002).

Pour le Cd I’immobilisation par les composes pariétaux : sites pectiques et groupes histidyls
pourrait étre considérée comme une stratégie de tolérance au cadmium (Leita et al., 1996), le
stockage preéferentiel dans les trichomes des feuilles qui a été mis en évidence chez B. juncea
et le tabac (Choi et al., 2001), et la biosynthése d’éthyléne qui est un messager stimulant la
lignification seront également responsables de la tolérance au Cd. L’éthyléne est capable de
limiter les flux de métaux dans les systemes vasculaires et accélérant la réponse anti-oxydante

par induction de I’activité ascorbate peroxydase (Sanita di Toppi and Gabbrielli, 1999).

1.3.4. Absorption, translocation et accumulation du cadmium

1.3.4.1. Absorption du cadmium

Les taux d’absorption du cadmium varient énormément en fonction de 1’espéce considérée, de
la physiologie de la plante ; comme la surface racinaire, le taux d'exsudation racinaire et la
transpiration. (Podazza et al., 2012)., de la concentration du cadmium biodisponible dans le
sol et de nombreux facteurs bio-physico-chimiques du sol (tels que le pH du sol, la teneur en
matiere organique,...etc) qui jouent un role dominant dans les mécanismes d'absorption
racinaires (Sauvé et al., 2000)

Au niveau des racines, le continuum apoplastique (c'est a dire le continuum extra-cellulaire
formé par les parois cellulosiques et les espaces vides entre les cellules) de 1’épiderme et du
cortex est facilement perméable aux solutés ; Le transport des éléments métalliques a travers
la paroi cellulaire se fait passivement par les pores du réseau de la cellulose, de

I’hémicellulose et des glycoprotéines (Briat et Lebrun, 1999). Cependant la paroi cellulaire de
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I’endoderme agit comme une barriére pour la diffusion apoplastique. Les solutés doivent alors
passer dans le symplasme racinaire (c'est-a-dire le continuum intracellulaire formé par les
cellules végétales liées entre elles par les plasmodesmes ) avant qu’ils ne puissent entrer dans
le xyléeme ; A ce niveau la le transport peut devenir actif autorisant cette fois un transfert
contre le gradient de concentration, tel que le zinc et le cuivre qui sont absorbés activement
par une protéine de transport sélective, nécessitant de 1’énergie (Kabata- Pendias et Pendias,
2001).

L’entrée du Cd dans la cellule végétale et donc 1’absorption et la translocation du Cd se fait de
facon non-spécifique via différents transporteurs de métaux (Fig.l.5) (particulierement les
transporteurs de Zn %*, Fe 2" et Ca 2*) mais probablement aussi par les canaux a calcium
(Clemens, 2006). En effet, ’absorption du cadmium semble étre en compétition avec des
élements tels que K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Ni pour les mémes transporteurs
transmembranaires (Benavides et al., 2005 ; Clemens, 2006). A titre d’exemple, I'absorption
du cadmium par les végetaux diminue avec l'augmentation de la concentration en calcium

dans le sol a cause d’'une compétition entre ces deux cations.

Vacuole

@ ca> n Phytochélatine

Figure 1.5 : Mécanismes moléculaires de la cellule végétale en réponse au Cd (Lin et al. 2012).

Le Cd entre dans la cellule végétale via les transporteurs ZIP, Nrampl et Nramp5. Le Cd sous
forme libre peut étre transloqué dans la vacuole via HMA3, CAX2, CAX4 et MHX puis
remobilisé via Nramp3 et Nramp4. Le Cd peut également étre chélaté dans le cytosol par des

phytochélatines pour former des complexes PCs-Cd qui sont ensuite translogués dans la
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vacuole via les transporteurs ABCC1 et ABCC2, ces complexes serons stabilisés par la suite.
Le Cd 2* libre dans le cytosol peut étre transporté en dehors de la cellule par HMA2 et HMA4
afin d’étre transloqué vers les partie aérienne.

Le transporteur PCR1 peut également exporter le Cd 2* en dehors de la cellule afin d’en
réduire la teneur (Lin et al. 2012).

Les ions cadmium sont majoritairement retenus dans les racines et seules, de petites quantités
sont transportées vers les parties aériennes (Cataldo et al., 1983).

Le facteur de transfert racinaire du 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
existe une importante variabilité de ce parametre entre les différents types de plantes : il a été
observé que les légumes feuilles (salades, épinards), les légumes 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.

1.3.4.2. Translocation

La translocation du Cd?* libre ou chélaté vers les parties aériennes des plantes se fait par le
xyléme (Kranner and Colville, 2011) et est tres probablement stimulée par la transpiration
(Liao et al. 2006). Aprés avoir pénétré le cylindre central, les métaux se déplacent vers les
parties aériennes des plantes via le flux d'eau du systéeme vasculaire (Krzeslowska et al.
2010), ou I'eau s'évapore et le métal s'accumule.

La charge de xyléme joue un réle important dans l'accumulation de Cd dans les parties
aériennes des plantes. Un faible transfert de Cd dans la seve du xyleme dans les racines a été
associée a un transport subséquent faible de Cd vers les parties aériennes (Verbruggen et al.,
2009).

A l'intérieur du xyléme, des métaux tels que le Pb et le Cd peuvent se lier aux acides aminés
et former des complexes (Rascio et Navari-1zzo 2011). En plus des protéines transporteur de
métaux lourds naturellement présentes dans les membranes cellulaires, plusieurs études ont
signalé une translocation accrue des métaux lourds de la racine aux pousses en présence de
ligands organiques (Shahid et al. 2012, 2014). Les ligands organiques naturels et
synthétiques, tels que l'acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA), le disuccinate
d'éthyléne diamine (EDDS), l'acide nitrilo triacétique (NTA), les substances humiques (HS) et
les acides organiques de bas poids moléculaire (LMWOA) augmente l'absorption et la
translocation des métaux lourds (Saifullah et al.2009; Sabir et al.2014; Sabir et al.2015).
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La figure 1.6 résume les mécanismes d’absorption et de translocation du Cd chez les plantes :

Partie aérienne/pousses

pousses/
graine

o —

9
‘ Paroi P R R ——
cellulaire l
0 PCs/GSH
i i i

Métaux lourds e
cd D A1

ﬂ M/ Acide organique

Membrane

e e s o e s 4

Cytosole

Sol Racines

Cellules racinaires

s FlUX du Cd via le xyléme/flux de transpiration msssssy Flux du Cd via le phloéme

Transporteurs d’ions métalliques €.g., ZIP1-4, ZNTI, IRT1, AtVramp1/3/4, LCT1, At MRP, HMT I, CAX2

Figure 1.6: Représentation schématique des mécanismes possibles de transport, de désintoxication et
de dép6t de métaux lourds de différents organes subcellulaires dans les cellules racinaires des
plantes. (Kavita et al., 2019)

1.3.4.3. Accumulation

L'accumulation subcellulaire du Cd dans les plantes differe considérablement, non seulement
entre les especes végeétales, mais aussi entre les cultivars et les génotypes de la méme espéce
(Xin et al., 2013), et les mécanismes de détoxication et de tolérance du Cd chez les plantes.
Mclaughlin et al. (2011) ont classé en ordre croissant lI'accumulation du Cd du sol vers les
especes végétales telles que : les haricots verts, les betteraves, les radis, les pois, les carottes,
le brocoli < pommes de terre, tomates, courgettes et mais sucré < oignons, poireaux, panais,
< navets < chou, chou frisé < laitue et épinards. Cependant Ros en et al. (2012) ont signalé
une accumulation considérable de Cd dans les feuilles de tabac. On rapporte également que le
Cd s'accumule dans les grains de moutarde indienne (Qureshi et al., 2010) et dans les plantes

tubéreuses comme les pommes de terre (Baghour et al., 2001). La relation entre les
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différentes espéces végeétales et I'accumulation, la compartimentation et la détoxification des
métaux fait toujours I'objet d'études approfondies.

Pour la plupart des plantes, le Cd a tendance a s'accumuler dans les racines, seule une petite
partie étant transférée aux parties aériennes (Ahmad et al., 2011). Généralement, la teneur en
Cd des plantes diminue par ordre de : racines> tiges> feuilles> fruits> graines (Benavides et
al., 2005). Certaines espéces peuvent séquestrer de fortes concentrations de Cd dans leurs
racines avec une translocation réduite vers les pousses, ou remobiliser le Cd des feuilles aux
racines a travers le phloéme (Mendoza-Co” zatl et al., 2011). Celles-ci sont appelées plantes a
faible accumulation de Cd. Zhou et al. (2015) ont signalé une accumulation de 60 a 90% de la
teneur en Cd dans les racines de 32 cultivars de riz hybride (O. sativa). La concentration de
Cd dans les racines des plantes peut étre dix fois plus élevée que dans les pousses (Wang et
al., 2009), ce qui suggeére que les racines servent de barriére efficace a la translocation du Cd.
L'efficacité des parois cellulaires racinaires dans le piégeage du Cd est attribuée au nombre de
groupes fonctionnels disponibles (par exemple, hydroxyle, carboxyle) qui sont capables de
former des complexes avec des metaux traces (Nishizono et al., 1987). L'accumulation du
cadmium dans les racines des plantes varie selon le type de plante et la concentration de la
rhizosphére. De méme, le Cd est principalement concentré dans les cellules apicales des
racines des plantes a faible concentration de Cd dans le sol ou dans la région subapicale
proximale (Seregin et al., 2004). Au niveau cellulaire, le cadmium s'accumule principalement
dans les noyaux et les vacuoles, et a moindre coup dans les plastes et le cytoplasme des
cellules racinaires. (Liu et al., 2007).

L’accumulation du cadmium dans les fruits reste controversée. Pour Moral et al (1994), bien
que le cadmium soit facilement transporté vers les parties aériennes des plants de tomate,
aucune détection de Cd n’était faite dans les fruits. A 'opposé, Hart et al. (1998) émet

I’hypothese d’une accumulation de cadmium dans les fruits.

1.4. Généralité sur les espéces étudiées

1.4.1. La Feve (Vicia faba.L)

1.4.1.1. Classification phylogénique APG IlI
Regne: Archéplastides

Clade: angiospermse

Clade: Dicotylédones vraies

Clade: Noyau des Dicotylédones vraies

Clade: rosidées
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Clade : fabidées

Ordre : Fabales

Famille : Fabacées
Sous-famille: Faboidées
Genre : vicia

Espece : vicia faba L

1.4.1.2. Origine et répartition géographique

La feve (Vicia faba) est une espece connue seulement comme plante cultivée, Son centre
d’origine et de domestication se trouve probablement en Asie occidentale, d’ou elle s’est
diffusée en Europe, en Afrique et en Asie centrale. L’Ethiopie et 1’Afghanistan sont
considérés comme des centres secondaires de diversite. La domestication de la feve a eu lieu
entre 7000 et 4000 avant J.-C., et au 3e millénaire avant J.-C. elle était largement répartie en
Méditerranée. De nos jours, la feve se cultive largement dans les régions tempérées et
subtropicales, ainsi qu’en altitude sous les tropiques. En Afrique tropicale, ¢’est surtout dans

la partie orientale qu’on la trouve, en particulier au Soudan et en Ethiopie (Brink, 2006).

1.4.1.3. Description

La Feve est une plante herbaceée annuelle haute de 50 centimétres a plus d'un metre. Le terme
désigne aussi bien la plante que son fruit. Contrairement a la plupart des vesces, la Feve est
une plante dressée pourvue de tiges robustes de section carrée ne nécessitant pas de support
pour se maintenir.

Ses feuilles sont épaisses, composees, aux folioles ovales vert- grisatre, paripennées ne
disposent pas de vrilles. Elles sont disposées de facon alterne. Les folioles qui les composent
sont tres courtement pétiolées et présentent un contour entier et une nervation pennée .

Ses tiges sont dressées, quadrangulaires, assez robustes et ramifiées.

La fleur hermaphrodites est typiquement celle des Papilionacées, a 5 peétales, dont le supérieur
forme un étendard. La fleur blanche présente une grosse macule noire centrale. Les fleurs sont
disposées en petits groupes a l’aisselle des feuilles. Les fruits sont des gousses de grande
taille. Parfois de 15 a 20 cm de long et 2 cm d’épaisseur. Elles sont vertes, A maturité, le
tégument devient brun et dur et la graine sert alors a la semence. Elles contiennent 2 a 8 feves.
Les féves séches sont des grosses graines plates de 2 a 3 cm de long, recouvertes d’un

épiderme coriace.
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Vicia faba figes

Figure 1.7 : I’espece Vicia faba(A4) pante compleéte, (B) la tige, (C)la fleur, (D) le fruit, (E) les graines.
La racine, a dominante pivotante, s'enfonce profondément dans le sol jusqu'a atteindre une
longueur similaire a celle des tiges. Comme c'est le cas de nombreuses autres Fabaceae, elles
présentent des nodules, trés nombreuses dans les 30 premiers cm du sol, qui leur confere la
propriété de fixer I'azote de l'air. Bien que la plante elle-méme en consomme jusqu'a 80 %, les
20 % restants ameliorent la fertilité de la terre, de sorte que cette culture est utilisée dans des

systémes de rotation pour renforcer les sols épuises (Fig 1.7) (Chaux et Foury, 1994).

1.4.1.4. Cycle végétatif
La feve est une plante annuelle, la graine constitue le matériel habituel de semis son cycle

complet de la graine a la graine est environ 5 mois (Chaux et Foury, 1994). Le développement
de la féve est caractérisé par cinq stades principaux : germination et levée, développent
vegétatif, développement reproductif, sénescence de la gousse et sénescence de la tige
(Fig.1.8).

La germination s’observe entre 4 et 7 jours aprés le semis. La floraison commence par
I’induction florale et I’initiation des organes reproducteurs. La date de floraison varie en
fonction du type de cultivar, de la température et de la photopériode. Elle est généralement

située entre 28 et 42 jours apres le semis.
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) ) Fin floraison
Plaine floraison Grossissement Maturité
Feuille Feuilles floraison + Gousses plates des gousses

Figure 1.8: Cycle de développement de la féve (Simonneau et al., 2012)

La floraison de la féve dure quarante jours, les fleures paraissent successivement le long de la
tige, les gousses se forment d’abord au pied de la plante. Lorsque la floraison est terminée, les

froments grossissent, et ordinairement ils sont murs apres quarante jours.

1.4.1.5. Exigences climatiques et édaphiques
La température optimale pour la croissance de la Feve se situe entre 15-25°C (Matthews et

Marcellos, 2003), mais supporte les faibles gelées ne dépassant pas —3°C. Elle ne supporte pas
les fortes chaleurs ; qui lui sont néfastes (arrét de croissance, chlorose) et peuvent méme
anéantir complétement sa végétation (Chaux et Foury, 1994). D’apres Laumonier (1979), la
feve se comporte comme une plante de jour long qui se traduit par une exigence importante en
luminosité.

D’aprés Peron (2006), cette culture est peu exigeante sur le plan édaphique, cependant, elle
préfere les sols sablo-argileux, et un pH neutre a légérement alcalin (7-8,3).

L’espece est tres sensible a la sécheresse, elle a besoin de 1'eau durant tout son cycle végétatif
et en particulier a partir de la floraison. Les phases de floraison et développement des gousses
présentent une sensibilité élevée vis-a-vis d’un stress hydrique, raison pour laquelle il faut

intervenir par arrosage ou irrigation en cas de faibles précipitations (Chaux et Foury, 1994).
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1.4.1.6. Importance de la culture de la Féve

En Ethiopie, dans les pays méditerranéens, au Proche-Orient et en Chine, les graines mdres et
séches sont un aliment trés répandu, et dans de nombreux pays, ce sont les graines vertes que
I’on consomme, cuites a 1’eau ou crues, comme légume. Selon Gordon (2004), cette
légumineuse a une teneur en protéine élevée de l'ordre de 300 g/kg et est une excellente
source de fibres solubles et insolubles, de glucides complexes, de vitamines (B9 et C) et de
minéraux (en particuliére le potassium, le phosphore, le calcium, le magnésium, le cuivre, le
fer et le zinc).

Les graines mdres et les parties végétatives de la féve servent de concentré, de foin ou
d’ensilage pour les animaux domestiques. En Ethiopie, la paille s’emploie comme
combustible pour faire la cuisine. En Chine, graines et parties végétatives possedent toutes
sortes d’applications médicinales.

Sur le plan agronomique, la Feve améliore la structure du sol (Hamadache, 2003), La tige et
les feuilles s’utilisent comme engrais vert ( khaldi et al., 2002), et elle est introduite en
rotation avec les céréales ou elle joue un role non negligeable dans I’enrichissement des sols

en azote (Rachef et al., 2005).

1.4.1.7 Production de la feve en Algérie

L’¢étude de I’évolution de la superficie récoltée en féve en Algérie durant 10 ans montre une
progression constante jusqu’a 2015 puis une baisse en 2016 ; suivie d’'une augmentation de
5000 ha en 2017 (Annexe V, Tab.2). La superficie actuelle tend a se stabiliser autour de
40000 ha (FAOSTAT, 2017).

Les niveaux de production de la feve restent faibles. En effet ils sont actuellement situés
autour de 46000 tonnes pour une superficie de 40000 ha. La production et le rendement de la
feve montrés dans le tableau 1.4 sont influencés par le climat et les contraintes biotiques telles
que les adventices et les maladies fongiques (ITGC, 1996). Les niveaux actuels de

productivité se situent autour de 11000 hg/ha.

1.4.2. Le haricot (Phaseolus vulgaris.L)

1.4.2.1. Origine et répartition géographique

Le haricot commun est originaire d’ Amérique centrale et d’Amérique du Sud. Des écotypes a
petites graines et & port grimpant se trouvent a I’état sauvage au nord de 1’Argentine et en
Amérique centrale. Le haricot commun a été domestiqué indépendamment en Amérigque
centrale (Mexique et Guatemala) et dans les Andes d’Amérique du Sud (principalement le

Pérou). Le haricot commun a été transporté vers d’autres continents depuis le XVle siecle
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(Van Schoonhoven, A., Voysest, O., 1991), Des marchands portugais ont introduit le haricot
commun en Afrique a partir du XVle siécle (Messiaen, C.-M.,Seif, A.A., 2004). De nos jours,
il a une importance mondiale, en particulier en Amérique du Nord et du Sud, en Europe et en
Afrique Sa culture est usitée et for t répandue dans tous les pays du globe ou il existe une
période de trois a quatre mois sans gelées.

1.4.2.2. Classification

Le genre Phaseolus se classe dans la sous-tribu des Phaseolinae, tribu des Phaseoleae,
famille des Fabaceae et ordre des Fabales. Selon ’APG (2003) on attribue au haricot la
classification phylognétique suivante :

Sous Embrenchement : Angiospermes.

Clade: Eudicots.

Clade: Rosidées.

Clade : Fabidées.

Clade: Fabale.

Clade: Fabacae.

Genre : Phaseolus.

Espéce : Phaseolus vulgaris L.

1.4.2.3. Description

P.vulgaris est une plante herbacée annuelle avec un systeme racinaire pivotant caractérisé par
de nombreuses ramifications latérales adventives, le plus souvent localisées en surface. La
germination est épigée (les cotylédons émergent au-dessus du sol). Les feuilles primaires de la

plante sont simples, opposées, pétiolées, stipulées et souvent stipelles (Baudoin et al, 2001).
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Figure 1.9: L espéce Phaseolus vulgaris L.(A) le fruit, (B) la tige, (C) la fleur, (D) les deux premiéres

feuilles
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Les feuilles adultes sont alternes, 3-foliolées ; avec un pétiole atteignant (15 a 30) cm de long,
distinctement épaissi a la base, a 3 nervures partant de la base. Les fruits sont des gousses
déhiscentes, de forme et de longueur variable. En particulier leur section peut étre cylindrique,
ovale ou aplatie.

Les fleurs sont groupées en grappes déterminées (racemes) de 4 a 10 fleurs, naissant a
l'aisselle des feuilles. Ce sont des fleurs hermaphrodites, zygomorphes. Les graines sont
réniformes, arrondie a ovale plus ou moins allongées ; a section circulaire ou plus ou moins
aplatie. Le tégument peut étre noir, blanc ou revétu de différentes nuances de jaune, brun,
rouge ou rose, il peut étre unicolore diversement marbré ou panaché (Fig.l.9) (Chaux et
Foury, 1994).

1.4.2. 4. Cycle végétatif

Le cycle végétatif complet du haricot est en moyenne de 75 a 80 jours pour le haricot vert, 90
a 100 jours pour le haricot demi-sec et de 120 a 130 jours pour le haricot sec.

D’apres Lecomote (1997) le cycle végetatif du haricot comprend les phases suivantes : La
phase de germination s’cffectue en 4 a 8 jours suivant la température, la phase de croissance
caractérisée par ’apparition des feuilles trifoliolées (5 a 6 jours apres la levée) ; au bout d'un

mois, le pied du haricot possede une dizaine de feuilles trifoliolées.
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Figure 1.10: Cycle de développement de la plante de Phaseolus vulgaris (Diaw, 2002)
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La phase de floraison débute 3 semaines & 1 mois environ apres le semis. Elle dure 1mois a 1
mois et demi suivant les conditions climatiques. (Fig 1.10).

La jeune gousse met une douzaine de jours environ pour atteindre sa taille définitive. La
phase de maturation ; une fois la taille définitive atteinte, les graines se forment en 15 a 20

jours. 20 a 30 jours apres les gousses s'ouvrent d'elles- mémes, les graines étant mdres.

1.4.2. 5. Exigences climatiques et édaphiques

La température optimale de croissance de la plante est de 25°C, le zéro végétatif (température
en dessous de laquelle la croissance de la plante s’arréte) est de 11°C. La germination
commence a partir de 12°C. Le haricot demande un sol se réchauffant vite, a bonne structure
et riche en humus, pH de 5.5 a 6. Les sols les mieux indiqués sont ceux a caractére argileux-
silicieux (Hubert, 1978).

1.4.2. 6. Importance de la culture du haricot

Le haricot commun est I'espece la plus consommée dans le genre Phaseolus. Il constitue
un aliment de base pour certaines populations de pays en développement, notamment en
Amérique latine et en Afrique orientale. Selon Lomboly (2001) pour 100g d’haricot frais cru
on trouve 1,89 de protéines, 7,1 g de glucides et 1,8 g de fibres alimentaires, ainsi que des sels
minéraux. Les haricots contiennent trés peu de lipides soit 0,1 g de lipides pour 100 ¢
d’haricot. Les fanes récupérées aprés la récolte des graines peuvent servir de fourrage pour
I'alimentation du bétail. (Michel P. et Claude F. 2003).

Sur le plan agronomique, le haricot est considérés comme un engrais vert grace a son apport
en azote au sol par un processus appelé fixation symbiotique de 1'azote, d’ou son utilisation

en rotation des cultures (Canado et al., 2003).

1.4.2. 7. Production du haricot en Algérie
La culture de haricot a connu une augmentation remarquable des superficies destinées a sa

culture ainsi que sa production allant de 40121 tonnes en 2008 a 98003 tonnes en 2017
(Annexe V, Tab.1). Cette variation est accompagnée par un accroissement des rendements de
46533 hg/ha en 2008 a 85712 hg/ha en 2017 (FAOSTAT, 2017).

La zone de production se trouve dans le littoral et le sublittoral : Alger, Jijel, Blida, Tlemcen,
Tizi ouzou, Bejaia, Oran, Mostaganem. (ITCMI 2010).
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Il. APPROCHE METHODOLOGIQUE
Pour atteindre I’objectif fixé par cette thése a savoir ; 1’évaluation de la toxicité du Cd sur
deux dicotylédones de la famille des Fabaceae (Phaseolus vulgaris L. et Vicia faba L.) nous

avons adopté la démarche suivante :

I1.1. Choix du matériel végétal

Deux légumineuses, la féve (Vicia faba L.) et le haricot commun (Phaseolus vulgaris L.) ont été
retenu pour cette étude. Ce choix est motivé par:

- Leur utilisation au laboratoire comme plantes modeles pour des études de toxicologie de
différents polluants.

- Leur croissance vigoureuse

- Leur biomasse importante

- Leur sensibilité aux métaux (Barcello et al., 1988 ; Pourrut, 2008 ; Younis et al., 2018 a,b).

Selon les statistiques 2017 fournies par le ministére de I’agriculture et du développement rural
(MADR), les superficies consacrées a la culture de haricot ont connu une augmentation de
I’ordre de 25% entre 2008 et 2017. La production annuelle est de 98003 tonnes estime sur la
base d’un rendement moyen de 85712 hg/ha (FAOSTAT, 2017) .Tandis que, la production
totale de la feve était d'environ 46856 pour la campagne agricole 2017. La production de ces
Iégumineuses est localisée sur la partie littorale et sublittorale de 1’ Algérie : Alger, Jijel, Blida,

Tlemcen, Tizi ouzou, Bejaia, Oran, Mostaganem. (ITCMI 2010).

I1.2. Condition de culture et échantillonnage

Les graines des deux especes étudiées ont été sélectionnées selon leurs morphologies, tailles
(poids) et leurs états sanitaires a 1’aide d’une loupe. Celles qui ne présentent pas de maladie
visible sont utilisées selon un poids compris entre 0,4 a 0,5 g intervalle qui représente environ
80 % de la totalité des graines. Les graines sont ensuite désinfectées en surface a 1’aide
d’hypochlorite de sodium a 0,1 % (NaclO) pendant 10 min pour éliminer toute contamination
fongique, rincé et trempé dans de I’eau distillée a température ambiante pendant 12 h. La
germination est réalisée dans des boites en plastique scellés avec du papier filtre humidifié a
25 °C dans l’obscurité pendant 3 jours avec un taux d’humidité de 100 %. 800 semis
relativement uniformes de P.vulgaris et 600 semis uniformes de V. faba ont été sélectionnés
et transplantés dans des pots contenant du terreau avec une luminosité de (16 h de jour / 8 h de
nuit), a une température moyenne de (25 °C le jour /20 °C la nuit) et une humidité relative

moyenne de 75 %, arrosé selon la capacité au champ, calculée en grammes d’eau par gramme
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de sol et, jusqu’a la fin de I’expérience pendant 21 jours. Les traitements Suivants ont eté
envisageés : (i) 0,25 g.I"t de Cd, (ii) 0,5 g.I"* de Cd, (iii) 1 g.I'* de Cd. Le Cd a été fourni sous
forme de solution de chlorure de cadmium (CdCly). Pour le témoin, le Cd a été omis. Les
plantules subissent par la suite une batterie d’analyses morphologiques, physiologiques et

biochimiques.

11.3. Essai de germination et d’élongation des radicules

Ce test sert a Vérifier I’effet du cadmium sur la germination des graines. Pour déterminer la
température idéale de germination, les graines des deux plantes étudiées ont été stérilisées et
mises a germer sur papier imbibé d'eau dans des boites de Pétri a différentes température
(15°C, 20°C, 25°C, 30°C et 35°C). Il ressort de cette expérience que la température idéale de
germination pour les graines des deux especes retenues pour cette étude est de 25°C, une
température déja retenue par Pourrut, (2008) ; Bellout et al. (2016) ; Taibi et al. (2016).

Apreés sélection et désinfection, les graines ont eté placees dans des boites contenant du papier
filtre humidifié avec de la solution de cadmium a différentes concentrations de 0,25g.17,
0,59.17%, 1g.1" et le témoin humidifié avec de I’eau distillée (Fig 11.1). Dans chaque boite, 50
graines ont été mises a une température de 25 °C dans I’obscurité. Les graines ont été arrosées

au besoin par de I’eau distillée pendant 7 jours.

Test de germination

Sélection des Stérilisation et
graines —> imbibition
Mise en
germination

i
000 000 000 00®

Témoin 0,25¢.I""Cd 0,5 gl Cd 1gl"Cd

Figure 11.1. Schéma expérimental du test de germination
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Pour calculer le taux de germination, nous avons compté le nombre de graines germées par
boite tous les jours jusqu’au septiéme jour, sachant que la germination est positive lorsque sa
radicule atteint cinque millimetres de longueur. Aprés le septiéme jour de germination, la
longueur des racines des graines germées a été mesurée en cm. Pour obtenir le pourcentage de
germination, nous avons utilisé la formule :

G(%)= (nombre de graines germées / nombre total de graines) x 100

11.4. Etude des parametres morphologiques et statut hydrique

Apres recolte, les plantules sont rincées abondement avec 1’eau distillée, et les racines sont
nettoyées a I’aide de pinceaux pour éliminer les traces du terreau. Les différents parameétres
étudiés sont : la hauteur des tiges et la longueur des racines primaires (mesurées en cm); et le
nombre de feuilles et de racines secondaires. Ensuite, la partie racinaire est séparée de la
partie aérienne et séchée a une température de 80 °C pendant 48 h puis pesée jusqu’a

I’obtention d’un poids constant pour la détermination de la matiere seche (MS).

YRR Y S Y |
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Témoin 0,25 g.I'!

11.4.1. Détermination de I’indice de tolérance

L’indice de tolérance (IT) est le rapport entre le poids de la matiére seéche des plantules
cultivés en présence de Cd et le poids de la matiére seche des plantules témoins. Des valeurs
d’IT inférieures & 01 suggerent que les plantes sont stressées en raison de la pollution par les
métaux, les valeurs IT égales a 01 n’indiquent aucune différence par rapport aux témoins.
Alors que les valeurs IT supérieures a 01 indiquent que la plante est un hyper accumulateur
(Audet et Charest, 2007).
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11.4.2. Détermination de la teneur relative en eau (TRE)
La teneur relative en eau (TRE) est déterminée selon la méthodede Slatyer, (1967).
Le poids des disques foliaires de 1 cm de diametre immediatement coupés et pesés a 1’état
frais correspond au poids de la matiére végétale fraiche (PF). Ces disques sont placés dans des
tubes a essai contenant de 1’eau distillée et maintenus a I'obscurité a 4°C pendant 24 heures,
puis sont récupérés et essuyées délicatement avec un papier buvard et pesées a nouveau pour
déterminer le poids en pleine turgescence (PT). Ils sont ensuite placés dans I’étuve a 81°C
pendant 48 heures, pour obtenir le poids de matiére végétale seche (PS). Le poids est exprimé
en milligrammes (mg). L’opération est effectuée pour trois individus de chaque traitement
(témoin et essais). La RWC est calculée selon :
PMVF - PMVS
T.RE. (%) = x 100
PT - PMVS

PMVF : poids de la matiére végetale fraiche (mg).
PMVS : poids de la matiére vegétale seche (mg).

PT : poids en plein turgescence (mg).

I1.5. Etude des paramétres biochimiques et physiologiques

11.5.1. Détermination des pigments photosynthétiques
Le dosage des pigments photosynthétiques (chlorophylle a et b, caroténoides), est basé sur la

méthode de Lichtenthaller (1987), réalisé par methode colorimétrique.

Les pigments photosynthétiques ont été extrait avec de 1’acétone a 80 % sur des feuilles
pleinement développées, 10 mg de MVF ont été prélevé et broyé a sec auquelles nous avons
rajouté par la suite 2 ml d’acétone a 80%. Le broyat obtenu est centrifugé a 3000 tr/mn
pendant 10 mn. Le surnagent qui contient les pigments est récupéré, les densités optiques,
sont lues au spectrophotométre apres son étalonnage avec un blanc de 2 ml d’acétone a 80%,
aux longueurs d’ondes suivantes Aa = 647 nm et Ab = 663 nm pour les chlorophylles a et b, Ac
=470 nm pour les caroténoides.

Les teneurs en pigments photosynthétiques ont été calculées selon Lichtenthaler (1987) :
Chla (ug/ml) =12,25. DO Ab- 2,79 . Aa

Chlb (ug/ml)=215.%a-5,1.xb

Chla+ Chl b (ug/ml) =7,15.Ab + 18,71 . Aa

Caroténoides (pg/ml) = {(1000x Ac) —[(1,82 x Chl a) + (85,02 x Chl b)]}/198

Les teneurs en pigments foliaires sont exprimées en mg.g* de MVF.




Approche méthodologique

11.5.2. Détermination des sucres solubles totaux

11.5.2. 1. Principe
La méthode du dosage des sucres solubles est basée sur la technique de Dische (1962). Les

oses, en présence de 1’acide sulfurique et a chaud, produisent des dérivés du furfural qui
réagissent a chaud avec 1’anthrone pour donner un composé bleu-vert.

11.5.2. 2. Extraction

Pour la détermination des sucres solubles, 50 mg de MVF (feuilles) sont bouillies dans 1 ml
d'éthanol a 80% (v / v) a 70°C pendant 15 min, le broyat est centrifugé a 10 000 tr / min
pendant 15 min. Le surnageant est ensuite dilué au (1:10) avec de I'eau distillée.

11.5.2. 3. Dosage

A 250 pL d’extrait glucidique sont rajouté 1,25 ml de réactif a I’anthrone (120 mg d'anthrone
dissous dans 60 ml de solution d'acide sulfurique: 250 ml de H.SO4 dans 100 ml d’eau
distilles eau). Les tubes sont agités puis placés au bain- marie a 95°C pendant 10 mn pour
permettre le développement de la coloration. Apres refroidissement L'absorbance est mesurée
a 620 nm. Le spectrophotometre est préalablement étalonné avec un blanc préparé a partir de
1 ml d’éthanol et de 2 ml de réactif. La teneur en sucres éthanolosolubles est exprimée en
mg.g~' de MVF.

Des standards de glucose ont été préparés a partir d’une solution mére de 100 pg ml * et

analyse de la méme maniere pour obtenir une courbe d'étalonnage (Annexe | ; Fig.1).

11.5.3. Détermination de la teneur totale en protéines

11.5.3. 1. Principe
Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise le bleu brillant de

Coomassie G250 comme réactif. Ce dernier, forme un complexe bleu avec les protéines, la
coloration est proportionnelle a la quantité de protéines présentes, elle se développe,
rapidement et reste stable pendant une heure. Le maximum d’absorption du complexe

protéines-bleu de Coomassie se situe a 595 nm.

11.5.3. 2. Extraction
100 mg de I’échantillon de chaque concentration est broyé dans un mortier avec 1ml d’un

tampon d’extraction SmM Tris-HCI, pH 7.2, 0.25M sucrose et 1mM MgCly, L’extrait est
ensuite centrifugé pendant 10 mn a 12000 tr/mn a 4°c, afin de sédimenter le matériel non

soluble.

11.5.3. 3. Dosage
3 ml de réactif de Bradford sont ajoutés a 100 ul de surnageant, I’ensemble est homogénéisé
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et incubé a température ambiante pendant quelques minutes. La lecture est faite a une
longueur d’onde A= 595 nm, aprés étalonnage du spectrophotométre par un blanc préparé a
partir de 100ul d’eau distillée et 3 ml de réactif de Bradford.

Une gamme étalon (Annexe | ; Fig.3) est réalisée a I’aide de concentrations croissantes de
sérum albumine bovine (BSA) préparées a partir d’une solution mere de 1mg.ml™. La teneur

en protéines est exprimée en équivalents de BSA (mg ég. BSA. g*MVF).

11.5.4. Détermination du contenu en proline

11.5.4.1. Principe
Cette technique est basée sur la capacité de la proline a réagir en milieu acide a chaud avec la

ninhydrine pour donner un composé de couleur rose, soluble dans le toluéne.

11.5.4.2. Extraction

La teneur en proline est déterminée d'aprés Bates et al. (1973). 150 mg des feuilles sont
mélangés avec 3 ml d'acide sulfosalicylique a 3% et centrifugé a 10 000 tr / min pendant 15
minutes.

11.5.4.3. Dosage

Un millilitre de surnageant est mélangé avec 1 ml d'acide acétique glacial et 1 ml de réactif a
la ninhydrine (1,25 g de ninhydrine dissous dans 30 ml acide acétique glacial et 20 ml d'acide
phosphorique 6 M), incubés pendant 1 h a 100°C puis refroidi dans un bain de glace. Le
mélange réactionnel est extrait avec 2 ml de toluéne et mélangé vigoureusement pendant 20
secondes. Le chromophore contenant du toluéne est aspiré de la phase aqueuse et I'absorbance
est mesurée a 520 nm. Des standards de la proline sont préparés et analysés de la méme

maniére pour obtenir une courbe d'étalonnage (Annexe I ; Fig.2).

11.6. Détermination des teneurs en composés phénoliques

11.6.1. Traitement et conservation des échantillons

Les plantules ont été bien lavés a 1’eau du robinet, la partie aérienne est séparée de la partie
racinaire puis séchées, dans une étuve dotée d’aération a 40°C, jusqu'a ce que la teneur en
matiére séche atteint 90% (Silanikove et al., 1996 ; Ma et al., 2009). Lors des différentes
expérimentations, pour éviter les variations entre les feuilles de différents étages foliaires ou
entre racines, les échantillons sont broyés grossierement afin d’homogénéiser le tout a 1’aide
d’un broyeur électrique de laboratoire. Les poudres obtenues ont été tamisées au moyen d’un
tamis dont le diameétre des mailles est de 500 um (Fig.11.2).

Les poudres ainsi obtenues ont été ensuite conservées dans des bocaux en verre, fermés,

étiquetés et stockés a I’abri de la lumiére, pour une prochaine utilisation.
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11.6.2. Préparation des extraits bruts (composés phénoliques)

Le protocole extractif a été effectué selon la méthode de Ferreira et al. (2016). Une quantité
de 5 g du matériel végétal broyé est macérée a la température ambiante dans 50 ml du
méthanol 80% pendant 2h sous agitation continue. L’extrait est filtré et le résidu est repris une
autre fois avec 50 ml du méme solvant. Les volumes des deux filtrats obtenus sont mélangés
puis centrifugés a 3000 tr/mn pendant 05 minutes, les solutions méthanoliques des parties
concernées (aérienne et sous terraine) sont évaporées a sec sous pression réduite dans un

évaporateur rotatif & 60°C. Les résidus secs sont repris dans 5ml du méthanol.

Récolte et lavage :> SéCf,lfjlge dans |:> Broyage
des plantes etuve

1

Filtration et Extraction des

Evaporation <::| récupération <:| COMPOsEs
phénoliques

des extraits

Conservation réfrigérées a
I'abri de la lumiére

Figure 11.2. Schéma expérimental des étapes de préparation des extraits bruts des plantes étudiées

11.6.3. Dosage des composés phénoliques
11.6.3.1. Polyphénols totaux

11.6.3.1. 1. Principe
Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de la partie aérienne et racinaire des deux

plantes étudiées, est effectué selon la méthode de Meyers et al. (2003) utilisant le réactif de
Folin—Ciocalteu. Le réactif utilisé est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique de couleur jaune. La réaction est basée sur la réduction du
complexe d’acide phosphotungstique et de ’acide phosphomolybdique du réactif de Folin

Ciocalteu, lors de ’oxydation des phénols, en un nouveau complexe d’oxyde bleu de
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tungsténe et de molybdeéne. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits vegétaux (Ribéreau-Gayon, 1968).

11.6.3.1. 2. Dosage

Un volume de 100 ul pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essais, auquel le
mélange (750 ul de carbonate de sodium (7,5%) et 750 ul de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué
a 1/10) est additionné. Apreés 2 heures d’incubation (a la température ambiante et a
I’obscurité) les absorbances sont mesurées a 750 nm.

La courbe d’étalonnage (Annexe III ; Fig.1) est établie avec I’acide gallique dans les mémes
conditions opératoires que les extraits. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS).

11.6.3.2. Flavonoides

11.6.3.2. 1. Principe
La quantification des flavonoides est reéalisée selon la méthode de Bahorun et al. (1996), qui

utilise le trichlorure d’aluminium susceptible de donner un complexe jaunatre avec le
groupement OH libre en position 5des flavonoides. La coloration est proportionnelle a la

quantité de flavonoides présente (Ribéreau-Gayon, 1968).

11.6.3.2. 2. Dosage
Une quantité de 1ml de I’extrait méthanolique est ajoutée a 1ml d’une solution méthanolique

a 2% de chlorure d’aluminium hydraté (AIClz, 6 H20). Apres incubation de 10 minutes a la
température ambiante et a I’obscurité, les absorbances sont mesurées a 430 nm contre le
blanc.

Les teneurs en flavonoides totaux sont déduites a partir de la courbe d’étalonnage établie avec
la quercetine (Annexe Il ; Fig.4), et préparée de la méme maniére que 1’extrait. Les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de matiere séche (mg
EQ/g MS).

11.6.3.3. Flavonols

Les teneurs en flavonols sont déterminées selon la méthode de Kumaran et Karunakaran
(2007). 1ml d’extrait est mélangé¢ avec 1ml d’une solution éthanolique & 2% de chlorure
d’aluminium hydraté et 1.5 ml d’acétate de sodium (50 mg/ml). Aprés 02h30 d’incubation &
20°C et a ’obscurité, les absorbances sont mesurées a 440 nm contre un blanc.

Les concentrations des flavonols des différents extraits sont déduites a partir de la courbe
d’étalonnage, établie avec la quercétine (Annexe Ill; Fig 5) et sont exprimées en en

milligramme équivalent de quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS).
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11.6.3.4. Tanins condensés

11.6.3.4.1. Principe
La méthode proposée par Swain et Hillis (1959) est utilisée pour quantifier les tanins

condensés dans les différents extraits. Le test est basé sur la condensation des composes
polyphénoliques avec la vanilline en milieu acide. Il est spécifique des flavanes-3-ols (Price et
al., 1978).

11.6.3.4. 2. Dosage

Iml d’extrait est mélangé avec 2 ml de réactif de vanilline (vanilline a 1% dans 70 % d'acide
sulfurique). Apres 15 min d’incubation a 20°C, les absorbances sont mesurées a 500 nm . La
concentration des tannins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par
gramme (g) du poids de la matiére séche (mg EC/g MS) a partir de la courbe d’étalonnage
(Annexe 111 ; Fig 3).

11.6.3.5. Tanins hydrolysables

11.6.3.5. 1. Principe
Les teneurs en tanins hydrolysables sont déterminées selon la méthode de Mole et Waterman

(1987), la méthode repose sur I’aptitude des tanins a réagir avec le chlorure ferrique et former
un complexe de couleur rouge violette.

11.6.3.5.2. Dosage

Iml d’extrait est mélangé avec 3,5ml de réactif de chlorure ferrique (0.01M dans HCI a
0.001M). Les absorbances sont mesurées a 660 nm, 15 secondes apres I'addition du réactif.

La courbe d’étalonnage est préparée de la méme maniére que 1’extrait, en utilisant I’acide
tannique comme standard (Annexe Ill ; Fig. 2). La teneur en tanins hydrolysables est
exprimée en milligramme équivalent d’acide tannique par gramme de matiere seche (mg
EAT/g MS).

I1.7. Etude anatomique
Aprés 21 jours de semis, les échantillons sont prélevés pour une étude par microscopie

optique. Des plantes fraiches sont utilisées. Des coupes transversales sont réalisées sur la
racine principale (1 cm du collet ; zone des racines secondaires) (Fig 11.3), et celles de la tige
sont effectuées dans la zone du premier entre-nccud. Les échantillons sont coupés avec un
vibratome afin d'obtenir des coupes transversales de 100 micromeétres ; des coupes fraiches
sont recueillies et colorées au carmin vert d’iode comme décrit par Locquin et Langeron

(1978).
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Figure 11.3. Schéma de localisation des coupes au niveau des racines(A) et des tiges (B).

Les coupes ainsi preparées sont analyses a l'aide d'un microscope optique (optika B-350,
Italie) utilisant les grossissements x 100 et x 400, des micrographies sont prises par un
appareil photo numérique et les images sont traitées et archivees avec le logiciel TS view

version 6.2.4.5.tucsen imagin technology

11.8. analyses statistiques
Toutes les données présentees sont les valeurs moyennes de trois répétitions + écart-type

(ET). L'analyse statistique est réalisee par le test de student au niveau de signification de 5%,

1% et 0,1%, en utilisant le logiciel statistique STATISTICA version 8.0
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

111.1. Effet du Cd sur la germination et I’élongation de la radicule de Phaseolus vulgaris
L. et Vicia faba L.

Dans un premier temps, I’effet du Cd a été étudié en mesurant le taux de germination et
1’¢élongation radiculaire des graines germees en présence de différentes concentrations de Cd :
025gl™;05gletl gl™.

La figure I11.1 représente la cinétique de germination (A) et I’élongation de la radicule (B, C)
des graines de haricot commun (Phaseolus vulgaris L) cultivées dans un sol non pollué
(témoin) et dans des sols pollues avec des concentrations croissantes de Cd. La germination
commence le deuxiéme jour pour I’ensemble des graines, elle atteint un taux maximum de
90% au septieme jour pour le témoin, alors que dans les sols pollués la germination a été
abaissée significativement d'environ 68% avec 0,25 g.I"! de métal, 84% avec 0,5 g.I™* et 98%
avec la concentration de 1 g.I"* de Cd (p < 0,05 *) par rapport au témoin (Fig. I11.1A).
L’¢longation de la radicule durant la période de germination dans le lot témoin atteint 1,2 cm
de long. En revanche, dans les lots traités les résultats montrent une réduction tres
significative de 70%, 87%, 91% (Fig.lll. 1B) sous I’effet de 0.25 g.I"' ; 0.5 g1'et 1 g1 de

Cd respectivement (p<0.01**) comparé au témoin.
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Figure 111.1 : Effet du Cd sur (A) la cinétique de germination (B) I’élongation de la radicule des
graines de haricot commun (Phaseolus vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n =
3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)
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Chez la féeve la germination commence également le deuxieme jour, elle atteint un taux
maximum de 100% au cinquieme jour chez le témoin. Cependant, dans les sols pollués la
germination affiche une réduction par rapport au témoin d’environ 9% sous ’effet de 0.25
g.1I”! de Cd, 20% sous 0.5 g.I"! de Cd, et 44% sous 1 g.I"* de Cd par rapport au témoin (Fig.
.2.A).

L’élongation de la radicule chez la féve est sensiblement affectée par la présence de Cd dans
le milieu (Fig. 111.2.C). Elle diminue fortement et significativement chez les graines exposées
au Cd (p<0,01). En effet, aprés 7 jours de germination, nous notons des valeurs moyennes de
3,7 cm pour les graines témoins et de 1,7 cm; 1,13 cm ; 0,6 cm pour celles exposées a 0.25

gl 0.5 gl et 1 gl de Cd respectivement (Fig. 111.2.B).
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Figure 111.2 : Effet du Cd sur (A) la cinétique de germination (B)et (C) [ élongation de la radicule des
graines de la féve (Vicia faba L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p
< 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

Les tests de germination des graines et d'allongement des radicules sont fréqguemment utilisés
pour évaluer la phytotoxicité des meétaux lourds (Wang et Keturi, 1990; Munzuroglu et
Geckil, 2002). Nos resultats ont indiqué une inhibition significative de la germination des
graines et de I'élongation des racines en présence du Cd, nos résultats corroborent ceux
obtenus par Li et al. (2005) sur Arabidopsis thaliana. Hsu et Chang-Hung Chou (1992) ont
rapporté que parmi les métaux lourds testés, le Cd présentait une plus grande toxicité pour la

germination des graines de Miscanthus, Fattahi et al., (2019) ont également indiqué que
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l'augmentation des concentrations de Cd entrainait une augmentation du temps de germination
et une réduction de son pourcentage.

Les effets des métaux lourds sur la germination des graines dépendent de leur capacité a
atteindre les tissus embryonnaires a travers les barrieres physiologiques, principalement les
téguments des graines (Akinci et Akinci, 2010). Cette capacité dépend directement de la
structure de I'enveloppe de la graine, qui varie selon les especes végétales, et des propriétés
physiques et chimiques des ions metalliques eux-mémes (Seregin et Kozhevnikova, 2005).

La germination des graines de haricot commun et de la feve est sensible au Cd, apparemment
parce que I'enveloppe des deux graines peut étre perméable au Cd. Selon la perméabilité du
tégument de la graine, la germination des graines dépend presque exclusivement des réserves
de graines pour l'apport de métabolites pour la respiration et d'autres réactions anaboliques
(Liu et al. 2005).

Shri et al. (2009) ont évoqué que I'induction du stress oxydatif est le principal processus sous-
jacent a la toxicité de l'arsenic chez les plantes. L'amidon est quantitativement le matériau le
plus stocké dans les graines, qui est dégradé via diverses enzymes, telles que I'amylase, pour
la germination. Par conséquent, l'inhibition de réactions enzymatiques spécifiques par les
métaux est I'une des principales raisons de la toxicité des métaux. La toxicité de I'As (I11) est
liée a sa haute affinité pour les groupes sulfhydryle des biomolécules, comme le glutathion et
I'acide lipoique, et les résidus cystéinyl de nombreuses enzymes (Aposhian et Aposhian,
2006). La formation de liaisons As (I11) -sulfure entraine divers effets nocifs en inhibant les
activités enzymatiques, telles que la glutathion réductase, la glutathion peroxydases, la
thiorédoxine réductase et la thiorédoxine peroxydase (Sharma et Sohn, 2009).

Selon Kranner et Colville (2011), le Cd entrave I'absorption d'eau, inhibant la germination des
graines, et prolongeait leur dormance a température ambiante, Munzuroglu et al. (2008)
démontrent que l'inhibition de la germination était liée a I'accumulation d'acide abscisique
dans les graines. De plus, I'amidon est le matériau stocké le plus abondant dans les graines
utilisees en germination apres avoir eté dégradé par des enzymes telles que 1’amylase ; ainsi,
I'inhibition de réactions enzymatiques spécifiques par les métaux lourds a un effet négatif sur

la germination (Ko et al., 2012).

111.2. Effet du Cd sur la croissance des plantules de Phaseolus vulgaris L. et Vicia faba L.
Les changements morphologiques dans les plantules de Phaseolus vulgaris L. traitées avec

des concentrations croissantes de Cd ont montré une chlorose foliaire, une inhibition de la
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croissance ; et des tiges affaiblies (Fig.111.4). Chez la féve les extrémités des racines étaient
brun foncé (Fig.111.3).

Benhabiles, 2019 ®

Témoin 0,25 g.I” 05¢gl

Figure 111.3 : Morphologie de la feve (Vicia faba, L)
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Figure 111.4 : Morphologie de haricot commun (Phaseolus vulgaris. L)
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Nous avons noté que les plantules de haricots et de feve agés de 21 jours sur un sol pollué ont
développé tous les organes aériens mais plus courts que les plantes témoins. Les extrémités
des racines brun fonce et la croissance réduite sont les effets physiologiques les plus courants

de I'exposition aux métaux lourds chez les plantes (Ovecka et Takac, 2014).

111.2.1. Effet sur la hauteur de la tige et la longueur de la racine primaire

Les résultats obtenus sur les tiges et les racines de haricot cultivées dans des concentrations
croissantes de Cd sont illustrés dans la figure 111.5. La longueur des pousses des plantules
d’haricot durant 21 jours de culture dans le lot témoin est de (35,26 *+ 6,04 cm de hauteur). En
revanche, dans les lots traités la hauteur des pousses passe a 31,7, 16,43, et 11,33 cm avec les
concentrations 0.25 gl™%; 0.5 gl et 1 gl de Cd respectivement, soit une réduction
hautement significative qui atteint 68.58% avec la concentration de 1 g1 de Cd (p <
0,01*%*),

Les résultats de I’effet de Cd sur la longueur de la racine primaire des plantules de haricot
montrent un effet inhibiteur du Cd sur la croissance linéaire des racines (Fig. I11.5), En effet,
apres 21 jours de croissance, nous notons la valeur 7,2 cm pour le témoin et 6,06 ; 2 ; 2 cm
pour les lots traités avec 0.25 g.I™"; 0.5 gl et 1 gl de Cd respectivement. Soit une

réduction hautement significative de 71.43% avec la concentration de 1 g.1I"! (p < 0,01**).

45 + m Tige Racine primaire

40 A

35 4
= 30 A
e
25 1 *
3
S 20 -+
(=)
§ 15 h **

10 -

5 I I *% *%

T I
0 T T T 1
T 0,25 0,5 1
Cd (g.I")

Figure 111.5 : Effet du Cd sur la hauteur des pousses et la longueur de la racine primaire de haricot
commun (Phaseolus vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

Des résultats similaires ont été obtenus avec les plantules de la feve. En effet, la hauteur des
pousses qui était de 50,33 cm chez les plantules témoins a diminué significativement a 25,33 ;

23,33 ; et 21,33 cm chez les plantules traitées respectivement avec 0.25 g.1™; 0.5 gl et 1 g.I™
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de Cd; Soit une reduction maximale de 58 % avec la plus forte concentration de Cd. De
méme que la longueur de la racine qui était de 20 cm chez les plantules témoins a diminué a
11; 10,66 ; et 9,66 cm avec 0.25 g.I'%; 0.5 g1t et 1 g.I"! de Cd respectivement ( Fig II1.6).

Les résultats montrent que les longueurs des pousses et des racines diminuent nettement avec

I’augmentation des concentrations de Cd.
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Figure 111.6 : Effet du Cd sur la hauteur de la tige et la longueur de la racine primaire de la feve
(Vicia faba). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
selon le test de Student

111.2.2.Effet sur le nombre de feuilles et de racines secondaires

La visualisation de la figure 111.7, montre que le nombre de feuilles passe de 8 feuilles par
plantule de haricot chez le témoin a 4 feuilles chez les plantules traitées avec les concentration
0.5gl"et1 gl de Cd; soit une forte diminution de 50% du nombre des feuilles, alors

qu’elle est de 25% de perte lorsque la concentration est de 0,25 g.I"! de Cd (p<0 ,05%).
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Figure 111.7 : Effet du Cd sur le nombre de feuilles et de racines secondaires de haricot commun
(Phaseolus vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 selon le test de Student)
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Quant au nombre de racines secondaires, la diminution n’est pas significative, elle n’a pas
dépassé les 20% avec la concentration la plus élevee de Cd.

Sur la figure 111.8 nous pouvons lire que le nombre de feuilles et de racines secondaires chez
la féve cultivée sur un sol pollué par le Cd avec la concentration de 1 g.1™" présentent une
diminution de I’ordre de 67% et 48% respectivement. En effet le nombre de feuilles passe de

18 a 6 feuilles (p<0,001), et les racines secondaires de 27 a 14 racines (p<0,05) (Fg I11.8).
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Figure 111.8 : Effet du Cd sur le nombre de feuilles et de racines secondaires de la féve (Vicia faba L).
Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test
de Student)

111.2.3. Effet sur le poids de la matiére végetale seche

Les résultats de I’effet de Cd sur le poids de la matiere végétale séche des plantules de haricot

commun peuvent étre visualisés sur la Figure 111.9.

0.6 -
M Partie aérienne O Partie souterraine
0.5
S 04 -
n
>
S 0.3 A
S
o
o 0.2 - * %
* K
0.1 -
0 T T T \
T 0,25 0,5 1 cd(gl™)

Figure 111.9 : Effet du Cd sur le poids de la matiére végétale seche de haricot commun (Phaseolus
vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
selon le test de Student)

Les teneurs 0.5 g™t et 1 g.I™* de Cd ont provoqué une perte importante du poids sec de la

partie aérienne (p < 0,01**). En effet le poids sec de la partie aérienne est passe de 0,44 a 0,15
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g (65,90 %) et 0,1g (77,27%) de reduction respectivement pour les concentrations indiquees.
Cet effet inhibiteur du cadmium sur la production de la biomasse des plantules affecte aussi
bien les racines que les parties aériennes, avec un effet plus marqué sur les parties aériennes
que sur les parties racinaires (p>0,05), ceci peut étre expliqué par la longueur des racines
secondaires qui a contribué a augmenter le poids de la partie racinaire.

Le poids de la MVS de la partie aérienne des plantules de la féve traitées par le métal est
affecté dés la premiere concentration de Cd utilisee. La réduction est de 51% sous la
concentration 0.25 g.I"'; et 57 % sous 0.5 g.1"' et 74 % sous 1 g.1"* de Cd.

Le poids de la MVS de la partie souterraine des plantules de la féve est en relation perpétuelle
avec le nombre des racines secondaires. Le Cd presente un effet dépressif significatif sur le
poids de la MVS (Fig 111.10) avec une perte avoisinant les 63 % pour la concentration de 1
g™ de Cd.
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Figure 111.10 : Effet du Cd sur le poids de la matiere végétale seche de la féeve (Vicia faba L). Les
résultats représentent la moyenne = SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student)

111.2.4. L’indice de tolérance

Selon les résultats cantonnés dans le tableau 111.1, les indices de tolérance des plantules de
haricot commun et de la feve sont inférieurs a 1 pour les concentrations appliquées du Cd
pour les deux parties des plantes, ceci confirme la nette diminution de la biomasse et suppose
que les plantules de P. vulgaris L. et V. faba L. sont stressées.

Il semblerait que le Cd affecte d'une maniere importante la croissance des deux plantes
étudiées au niveau des parties aériennes et souterraines, particulierement pour des

concentrations élevées de Cd (1 g.I™).
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Tableau 1.1 : Valeurs de ['indice de tolérance des plantules de haricot commun et de féve en
fonction des concentrations en Cd

Traitements au Cd (g.1™")

Espéces Parties de la plante
0,25 0,5 1
) Partie aérienne 0,65 0,34 0,22
P. vulgaris L.
T Partie souterraine 0,82 0,58 0,52
V faba L Partie aérienne 0,48 0,42 0,25
Partie souterraine 0,53 0,47 0,36

111.2.5. Effet sur la teneur relative en eau (TRE)
L'état hydrique des feuilles des plantules de haricot commun

concentrations de Cd est illustré sur la (Fig.I11.11).

sous ’effet des différentes

L'allure générale de la figure montre, que la TRE diminue relativement avec 1’augmentation

des concentrations de Cd appliqué. Elle passe de 86% chez le témoin a 85% pour le traitement
0,25 g1t de Cd et a 84% pour 0,5 gI"! de Cd, et a 82% pour 1 g1 de Cd. Toutefois

l'analyse statistigue montre que les effets de ces différentes concentrations ne sont pas

significatifs.
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Figure 111.11 : Effet du Cd sur la teneur relative en eau de Phaseolus vulgaris L. Les résultats
représentent la moyenne £ SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

Le Cd n’a pas présenté un effet significatif sur la teneur relative en eau au niveau des feuilles

des plantules de la feve (Fig.I11.12). La teneur relative en eau varie autour de 89%. Le Cd n’a
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donc pas provoqué de sécheresse physiologique chez les plantules de féeve qui leur sont

exposées.
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Figure 111.12 : Effet du Cd sur la teneur relative en eau de Vicia faba L. Les résultats représentent la
moyenne £ SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

La croissance des plantes est considérée comme I'un des meilleurs indicateurs pour évaluer la
réponse des plantes au stress environnemental. Le stress au cadmium est un facteur
environnemental majeur qui induit divers symptomes de phytotoxicité tels que le retard de
croissance, le brunissement des racines, la chlorose, la nécrose et I'apoptose cellulaire (Chang
et al., 2013; Zemanova et al., 2015; Younis et al., 2018a). Nos données expérimentales ont
révélé que le stress lié au cadmium inhibait la croissance des plants de haricots et de féve; un
comportement similaire a été rapporté par Yazdi et al. (2019), qui ont constaté que les semis
de laitue traités avec de faibles doses de Cd (100, 200 et 300 pg.g* de perlite) avaient des
effets phytotoxiques. De plus, Younis et al. (2018a) ont rapporté que (Phaseolus vulgaris)
traité avec (10°, 10°M de Cd) a montré une diminution significative des paramétres de
croissance. Le méme résultat a été observé dans les recherches menées sur trois especes de
Miscanthus (Guo et al., 2016).

L'inhibition de la croissance pourrait étre attribuée a I'inhibition de la photosynthése, de la
respiration, de l'absorption d'eau et de nutriments par le Cd (Dias et al., 2013; Xue et al.,
2013). En effet, le stress lié au cadmium peut favoriser le stress hydrique. Des résultats
similaires ont été souligné par Monteiro en 2012, le déclin le plus important de la croissance
des plantes sous un stress métallique étant causé par les dommages oxydatifs (Monteiro et al.,
2012). La production de diverses formes d'especes réactives de I'oxygene di a la présence de

métaux lourds, entraine des dommages aux lipides membranaires, aux protéines, aux acides
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nucléiques et aux pigments ainsi qu'un retard de croissance des plantes qui pourrait
éventuellement entrainer la mort de la plante (Loi et al., 2018). Il a été proposé que
I'inhibition de la croissance des racines et des pousses en présence de métaux lourds peut étre
principalement due a une division cellulaire anormale ainsi qu'a l'interférence des métaux
lourds avec des cofacteurs qui jouent un role vital dans la photosynthése, la respiration et la
synthése des protéines dans les racines et les pousses de plantes (Volland et al., 2014).

Chez les plantes de haricot et de feve poussant sur le sol pollué par le Cd, nous avons observé
une inhibition de la croissance ainsi qu’un brunissement de la racine primaire. Le
brunissement des racines a été observe chez de nombreuses plantes exposées au Cd (Lux et
al., 2011 ; Chang et al., 2013).

La toxicité du cadmium est souvent décrite par une diminution de la longueur des racines et
de la masse séche, ainsi que par une augmentation du diametre des racines (Gratao et al.,
2009). Lunackova et al. (2003) ont rapporté que les racines du saule (Salix alba) et du
peuplier (Populus euramericana cv. Robusta) sont devenues plus courtes et plus épaisses
aprés un traitement avec 10 mol L Cd (NO3).. Il a été démontré que l'inhibition de
I'élongation des racines est I'un des symptémes les plus précoces et distincts de la toxicité du
Cd (Lux et al., 2011). Selon Seth et al. (2008) I'inhibition de I'élongation des racines induite
par le cadmium pourrait étre attribuée a la dépolymérisation des microtubules du
cytosquelette cellulaire et & la formation d'aberrations chromosomiques, qui entrainent une
baisse des activités mitotiques des cellules méristématiques. En outre, Boot et Mensink (1990)
et Lima et al. (2006) ont constaté que l'allongement des racines, excepté la biomasse, était
plus affecté par le Cd dans les graminées vivaces et le pois (Pisum sativum L.). Etant donné
que la capacité d'absorption des racines est liée a leur longueur totale et spécifique (Guerrero-
Campo et al., 2006), les diminutions de la longueur des racines, de leur superficie, de leur
longueur spécifique, du nombre de pointes et I'augmentation de leur diameétre suggerent une
diminution de la capacité de l'acquisition de ressources (eau, nutriments, etc.) des plantes
soumises a un stress au Cd. Il a également été démontré que le cadmium influence
I'architecture du systéme racinaire de plusieurs espéces végétales (Wei et al., 2012). Par
conséquent, les parametres morphologiques des racines ont été proposés comme indicateur
pour évaluer la toxicité du Cd (Lu et al., 2013).

Nos résultats ont montré une diminution du nombre de racines secondaires. Selon Agbogidi
(2009), dans la plupart des cas, une réduction de la croissance des pousses est le résultat direct
d'une réduction de la croissance des racines qui sont des organes importants pour l'absorption

et la translocation de I'eau et des éléments minéraux.
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De plus les auxines sont des phytohormones importantes impliquées dans la coordination de
la croissance et de la défense des plantes. Le cadmium induit la formation d'especes réactives
de I'oxygéne, qui a leur tour activent les auxine-oxydases. Les auxine-oxydases entrainent une
dégradation accrue de l'auxine et sont donc susceptibles de diminuer les activités de

nombreux genes impliqués dans les processus de croissance (Elobeid et al., 2011).

111.3. Effet du Cd sur les parametres biochimiques et physiologiques des plantules
111.3.1. Effet sur les pigments photosynthétiques

111.3.1.1. Teneur en chlorophylles totales

En présence de cadmium, les plantules de haricot commun ont montré une déperdition de la
production de la chlorophylle totale (Fig. 111.13).Cette production est séverement inhibée des
la premiére dose de Cd utilisées. Elle passe de 11,87 mg.g™" chez le témoin a 10,04 ; 8,69 ; et
6,23 mg.g~' de MVF des plantules traitées avec des solutions de 0.25 g.I"'; 0.5 g™ et 1 g.I™

de Cd respectivement, soit un pourcentage de réduction maximale de 47,51%.
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Figure 111.13 : Effet du Cd sur la teneur en chlorophylles totales de haricot commun (Phaseolus
vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
selon le test de Student)

Dans les mémes conditions, les plantules de féeve presentent des comportements pratiqguement

similaires pour la production des chlorophylles totales ; la production des chlorophylles
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totales chute de 12,43 mg.g™' a 5,50 mg.g™! de MVF aprés traitement par la solution de 1g.1™
de Cd, soit une réduction de 55,75 % (Fig. 111.14).

16 - mChla Chlb H Chl a+b
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Figure 111.14: Effet du Cd sur la teneur en chlorophylles totales de la féve (Vicia faba L). Les
résultats représentent la moyenne = SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student)

111.3.1.2. Teneur en caroténoides
La teneur en Car diminue globalement au fur et a mesure que la concentration de cadmium

augmente dans le milieu chez les plantules de haricot commun (Fig. 111.15).
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Figure 111.15:Effet du Cd sur la teneur en caroténoides de haricot commun (Phaseolus vulgaris L).
Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test
de Student)
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En effet, la teneur en Car des plantules témoins est de 0,54 mg.g™' de MVF contre 0,31 pour
les plantules cultivées sur sol pollué avec 0,25 g.1I"* de Cd ; cette teneur atteint 0,11 et ; 0,038
pour des concentrations de 0.5 gl™'et 1 gl de Cd respectivement. Notons que pour la
concentration de 1 g.1™" de Cd nous assistons a une réduction tres significative (P<0,001***)
de la teneur en Car située a 92%.

La présence de Cd dans le milieu de culture des plantules de feve induit une diminution
significative de la production des caroténoides avec les trois concentrations de Cd
(Fig.111.16) ; nous notons une diminution de 58 % pour les concentrations de 0.25 g.I™'; 0.5

g.1"" de Cd et 72 % pour la concentration de 1 g.I"! de Cd.
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Figure 111.16: Effet du Cd sur la teneur en caroténoides de la féve (Vicia faba L). Les résultats
représentent la moyenne £ SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

111.3.2. Effet sur la teneur en sucres solubles des feuilles

Les plantes sont des organismes photosynthétiques qui produisent les sucres. Cependant, les
sucres ne sont pas seulement des ressources métaboliques et des composés structuraux, ils
jouent de nombreux roles notamment de signalisation et de protection.

La figure 111.17 montre que la teneur en sucres solubles des feuilles des plantules de haricot en
présence de Cd (0,25 g.I"!) ne présente pas de changement significatif (p> 0,05). En revanche,
I’application d’un traitement au Cd de 0,5 g™ et/ou 1 gl entraine une augmentation

significative d’environ 19 % des teneurs en sucres solubles (p<0,05).
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Figure 111.17 : Effet du Cd sur la teneur en sucres solubles de Phaseolus vulgaris L. Les résultats
représentent la moyenne = SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

Contrairement au haricot, ’application de Cd aux plantules de feve provoque une diminution
significative de la teneur en sucres solubles dans les feuilles (Fig. 111.18). Le pourcentage de
réduction est de 40,69% pour 0,5 g.I"! de Cd, et de 65,69 % pour 1 g.I"%.
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Figure.111.18 : Effet du Cd sur la teneur en sucres solubles de la féeve (Vicia faba L.). Les résultats
représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student).

111.3.3. Effet sur la teneur en protéine

Les résultats relatifs au teneur en protéines foliaires des plantules de haricot commun apres
traitement au Cd ont permis de montrer que la concentration qui entraine un effet significatif
est égale a 1 g.I"! (p<0,01). Cette méme concentration a fait passer la teneur en protéines de
5,25 mg.g' a 0,80 mg.g™' MVF soit une chute de I’ordre de 84.67%.
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Figure.111.19 : Effet du Cd sur la teneur en protéines de haricot commun (Phaseolus vulgaris L). Les
résultats représentent la moyenne = SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student)

La figure 111.20, montre que la teneur en protéines dans les feuilles des plantules témoins de la
feve est de 1 mg.g™' MVF. Sous ’effet de Cd (0,5 et 1 g.I™"), les teneurs diminuent d’une
maniére hautement significative (P<0,01) pour atteindre les 0,55 et 0,35 mg.g™' MVF, soit une

réduction de 44,4 %, et 64,2 % respectivement.
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Figure 111.20 : Effet du Cd sur la teneur en protéines de la féve (Vicia faba L). Les résultats
représentent la moyenne £ SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student).

111 .3. 4. Effet sur la teneur en proline libre

La proline est connue pour étre synthétisée en réponse a de nombreux stress ; ¢’est pourquoi
une attention particuliére a été portée a cet acide aminé. L’exposition au Cd (1 g.I"!) induit
une accumulation hautement significative de la proline dans les feuilles des plantules de
haricot commun dont la teneur est multipliée par un facteur de 2,75 par rapport au témoin
(Fig. 111.21). La teneur en proline passe de 0,66 mg.g™" a 1,82 mg.g™ MVS.
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Figure 111.21 : Effet du Cd sur la teneur en proline de haricot commun (Phaseolus vulgaris L). Les
résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student)

Des résultats similaires sont obtenus avec la plante de la féve ; la teneur en proline est
multipliée par un facteur de 5,14 par rapport au témoin (Fig. 111.22) aprés addition de 1 g.I™
de Cd. Une augmentation significative a été également relevée pour la concentration de 0,5

g.I", soit un pourcentage de 68 %.
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Figure 111.22: Effet du Cd sur la teneur en proline de la féve (Vicia faba L). Les résultats
représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student)

Les résultats obtenus montrent que les traitements au cadmium entrainent une diminution de
la pigmentation des plantules de haricot commun et de la feve. Des études antérieures ont fait
le méme constat, en effet, Molnarova et al. (2012) ont trouve que le Cd induit une diminution
des teneurs en pigments sur les plantules de Sinapis alba. ;Younis et al. (2018a), sur P.
vulgaris L. ;Yazdi et al. (2019), sur Lactuca sativa Linn. ; Chen et al. (2019), sur Kandelia
obovata.

Selon Siedlecka et Krupa, 1996 le cadmium présente un effet négatif sur la concentration de
chlorophylle dans les cyanobactéries, les chlorophytes unicellulaires (Chlorella), les
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gymnospermes, tels que Picea abies et les angiospermes, comme Zea mays, Quercus palustris
et Acer rubrum.

La diminution de la teneur en chlorophylle est attribuée a I'inhibition de sa synthése soit en
affectant la synthése d'enzymes clés telles que I'acide d-aminolévulinique déshydratase (ALA-
déshydratase) et la proto-chlorophyllide réductase (Stobart et al., 1985; Van Assche et
Clijsters, 1990), ou indirectement par induction d'une carence en Fe en inhibant la Fe (111)
réductase et en affectant gravement la photosynthese (Alkantara et al., 1994; Lang et al.,
1995; He et al.,, 2017). Le Cd est également connu pour augmenter la dégradation
enzymatique de la chlorophylle (Somashekaraiah et al., 1992). Une diminution de I'apport de
Fe 2*, Zn 2* et Mg 2* contribue également a réduire la teneur en chlorophylle (Van Assche et
Clijsters, 1990; Kupper et al., 1996).

La teneur en chlorophylle et l'intensité photosynthétique sont considérées comme des
indicateurs sensibles de I'état de croissance des plantes soumises a un stress au Cd (Chen et
al., 2008). Des études ont montré que le Cd est un inhibiteur efficace de la photosynthese. Le
cadmium, en effet, inhibe fortement la synthese des chlorophylles et leur liaison stable aux
protéines, endommageant ainsi l'appareil photosynthétique, en particulier la diminution du
complexe de captage de lumiere Il et des photosystemes I (PSI) et 11 (PSII) (Kupper et al.,
2007), inhibant certaines des enzymes du cycle de Calvin (Van Assche et Clijsters, 1990)
Baryla et al. (2001) et Chen et al. (2008) ont montré que le Cd interférait avec la réplication
des chloroplastes. La dégradation des chlorophylles ou l'inhibition de leur biosynthese a été
proposée comme étant responsable de la réduction de la croissance par le stress au Cd (Wan et
al., 2012).

Les sucres sont des métabolites importants dans le métabolisme des plantes, non seulement
parce qu'ils sont les premiers composés organiques complexes formés dans la plante par
photosynthése, mais ils sont également considérés comme la principale source d'énergie
respiratoire. Les sucres sont impliqués dans de nombreux mécanismes de réponse au stress
biotique ou abiotique, leur action dans le stress abiotique est trés large, ils peuvent agir
comme osmo-protecteurs en stabilisant les membranes cellulaires et en maintenant la
turgescence (Peshev et Ende, 2013) ou comme molécules antioxydantes (Keunen et al.,
2013).

Nos résultats indiquent que le traitement au Cd conduit & une augmentation de la teneur totale
en sucres solubles dans le haricot commun. Elles rejoignent ceux rapportés par Li et al. (2013)
sur les plants de blé et Vezza et al. (2018) sur des plants de soja soumis a un stress au Zn et

As, respectivement. En effet, le cadmium induit une perturbation du métabolisme des glucides
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en modulant leurs activités enzymatiques ou, réduit leur translocation de la source (feuilles)
vers les racines et provoque ainsi une accumulation de sucres. La diminution de l'utilisation
des glucides pour la croissance peut également étre une cause de leur accumulation chez les
plantes stressées (Devi et al., 2007; Mishra et Dubey, 2013). De plus de nombreuses études
semblent mettre en évidence 1’action des sucres en tant que molécules antioxydantes (Keunen
etal., 2013).

Contrairement au haricot, une réduction de la teneur en sucre a été observée chez la feve sous
I’effet de Cd, plusieurs auteurs ont rapporté que la teneur en sucres a ¢galement tendance a
diminuer dans les pousses de plantes exposees au Cd, Bhardwaj et al. (2009) a trouve une
réduction de 18.29% de sucres totaux sous I’effet de 3 g.kg™ de Cd. Younis et al. (2018a) ont
trouvé une réduction du taux de fructose, sucrose, polysaccharide des saccharides totaux sous
I’effet de 10° M Cd et de 10 M Cd chez le haricot commun.

Ceci pourrait étre di a des changements dans la production des photoassimilats. Vezza et al.
(2018) rapporte que la fermeture des stomates induite par I’As peut affecter négativement la
diffusion du CO>. De plus, une diminution de la teneur en pigments photosynthétiques et des
dommages de la structure du chloroplaste ont été observés sous traitement a I'As (Armendariz
et al., 2016). Ces événements ont réduit le taux de photosynthese et, par conséquent, la
production de photoassimilats et donc des sucres solubles, comme l'ont a observé d'autres
auteurs (Stoeva et al., 2005; Vernay et al., 2007).

La teneur en protéines est inversement proportionnelle aux concentrations de Cd, elle diminue
avec l'augmentation du Cd. Cela peut étre di a une hydrolyse accrue des protéines, soit par
une activité protéase accrue (Palma et al., 2002; Melnichuk et al., 1982), soit par la
dénaturation des protéines due aux effets toxiques des espéces réactives de lI'oxygene. En fait,
I'ion dénaturant des protéines fonctionnelles et structurales est connu comme résultat de la
production d'especes réactives de I'oxygene (ROS) dans des cellules dans des conditions de
stress (Davies et al., 1987; Bowler et al., 1992). De surcroit, la diminution de la teneur en
protéines peut également étre attribuée au ralentissement de leur biosynthése a cause de la
diminution de l'activité de la nitrate réductase (Fresneau et al., 2007). Des études antérieures
ont montré que la dégradation des protéines pouvait contribuer a l'accumulation de proline
induite par Ni-or Cu dans les feuilles de riz detachees (Lin et Kao, 2007). Nos résultats
confortent cette conclusion car la diminution de la teneur en protéines est significative dans
les feuilles de haricot commun et de féve traitées au Cd et les teneurs en proline augmentent

significativement.
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Des effets similaires ont été enregistrés chez nombreuses espéces vegétales soumises a un
stress au Cd (Tamas et al., 1997 ; John et al., 2008; Aslam et al., 2014) ou chez Phaseolus
vulgaris L. (Bhardwaj et al., 2009; Younis et al., 2018a).

La proline a toujours été considérée comme un biomarqueur de la sécheresse ou du stress
salin. En effet, plusieurs études ont associé son accumulation au stress métallique (Alia et
Pardha, 1991 ;Choudhary et al., 2007 ;Vezza et al., 2018; Younis et al., 2018a). La proline
favorise l'activité photosynthétique, le statut hydrique, les activités des enzymes antioxydantes
(Zouari et al., 2016) et assure I'ajustement osmotique au niveau cellulaire (Kasai et al., 1998)
de I’autre cOté I'action protectrice de la proline est liée a sa capacité a détoxifier les ROS
(Tripathi et Gaur, 2004) et a inhiber la peroxydation des lipides (Mehta et Gaur, 1999).

Selon Strizhov et al., (1997) I'accumulation de la proline est une expression a différents types
de stress, elle est corrélée a la stimulation de I'OAT et I’activation transcriptionnelle du géne
codant pour cette enzyme (Strizhovet al., 1997). Cependant, une enquéte antérieure suggere
que la voie du glutamate, plutét que la voie de l'ornithine, joue un role vital dans
I'accumulation de proline dans les plantes lorsqu'elles sont exposées aux stress
environnementaux. Par contre, I'accumulation de la proline est dépendante de sa dégradation
catalysée par I'enzyme mitochondriale PDH dans les cellules végétales (Li et al., 2013). Chen
et al. (2001) ont démontré que l'activité de I'OAT, mais pas celle de la PDH, était associée a
une augmentation de la teneur en proline dans les plantules de riz traités au Cu. De plus, chez
Nicotiana benthamiana, un excés de cuivre a augmenté l'expression de deux génes de
synthese de la proline, la pyrroline-5 carboxylate synthétase (P5CS) et I'OAT, mais a
supprime le géne du catabolisme de la proline, PDH (Ku et al., 2012) (Annexe VI, Fig 1) .
Selon Alia et Pardha (1991), l'augmentation du taux de proline pourrait étre soit due a sa
synthese fraiche et / ou due a une diminution de son utilisation dans les plantes stressées. Li et
al. (2013) ont rapporté que l'accumulation de proline est due a la voie de I'ornithine
impliquant dans la stimulation de I'OAT (ornithine d-aminotransférase) une enzyme de
biosynthése de la proline; d'autre part, une diminution des activités GK (glutamate kinase) et
PDH (proline déshydrogénase) impliquées dans le catabolisme de la proline (Annexe V1).

Des études antérieures ont démontré que la dégradation des protéines pouvait contribuer a
I'accumulation de la proline induite par le Ni ou le Cu dans les feuilles de riz détachées (Chen
et al., 2001 ; Lin et Kao, 2007). Nos résultats sont en accord avec cette conclusion car la

diminution de la teneur en protéines est significative tant chez I’haricot commun que la feve.
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111.4. Effet du Cd sur la teneur en composés phénoliques
L’application du Cd sur le milieu de culture des plantules de haricot et de la féve conduit a de

grandes modifications dans les teneurs en composés phénoliques.

111.4.1. Effet du Cd sur la teneur en polyphénols totaux

La présence du Cd a différentes concentrations dans le milieu de culture des plantules de
haricot commun induit une augmentation de la synthése des polyphénols totaux tant dans la
partie aérienne que dans la partie souterraine (Fig. 111.23). Dans la partie aérienne
I’augmentation est hautement significative dés la premiere concentration de Cd utilisée : la
teneur en polyphénols totaux passe de 0,03 & 0,12 mg eq GAE. gt MVS pour 1 g1 de Cd
soit 43% d’augmentation.

Dans la partie souterraine, I’augmentation est significative pour I’ensemble des concentrations

de Cd (p<0,05), avec un taux d’augmentation avoisinant les 32 %.
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Figure 111.23 : Effet du Cd sur la teneur en polyphénols totaux de haricot commun (Phaseolus
vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
selon le test de Student)

Dans le systéeme aérien des plantules de la feve, une augmentation significative (p < 0.05) de
la teneur en polyphénols est enregistrée a partir de 0,5 g.1™' de Cd: ainsi la teneur en
polyphénols des plantules traitées est d’environ 1,2 mg eq GAE .g™' MVS, soit une
augmentation de 43 % par rapport au témoin.
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A Tl’instar de la partie aérienne, la partie souterraine présente une augmentation hautement
significative (p < 0,01) ; elle est visible & partir de la premiére concentration de Cd. Le

pourcentage d’augmentation est d’environ 39 % (Fig. 111.24).
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Figure 111.24 : Effet du Cd sur la teneur en polyphénols totaux de la féve (Vicia faba L). Les
résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test
de Student)

111.4.2. Effet du Cd sur la teneur en flavonoides

La lecture de la (Fig.111.25) montrent que les teneurs en flavonoides augmentent de fagon
significative a partir de 0,5 g.I™* de Cd chez les plantules de haricot commun dans la partie
aerienne ( p<0,05): elle passe de 0,59 a 0,96 mg eq Q .g™* MVS pour le lot traité avec 1 g.I™
de Cd soit 63 % d’augmentation. Dans la partie souterraine, 1’augmentation est hautement
significative pour le lot traité avec 1 g.I™' de Cd soit 34 %. Notons que la teneur en
flavonoides est plus importante dans la partie aérienne que dans la partie souterraine.
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Figure 111.25 : Effet du Cd sur la teneur en flavonoides de haricot commun (Phaseolus vulgaris L).
Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test
de Student)
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Les teneurs en flavonoides des plantules de la feve sont représentés sur la figure 111.26, Chez
les plantules témoins, la teneur en flavonoides est de 0,047 mgeq Q .g™' MVS au niveau de
la partie aérienne. Sous I’effet du polluant, cette activité atteint 0,1 mg eq Q .g™* MVS soit
une augmentation significative de 39,44 %. Au niveau des racines, la teneur en flavonoides
chez le témoin est de 0,063 mg eq Q .g”* MVS, elle atteint son maximum de 0,1 mgeq Q .g™
MVS avec 1 g.I"! de Cd, ce qui correspond a une augmentation de 58 % comparativement aux

plantules témoins.
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Figure 111.26 : Effet du Cd sur la teneur en flavonoides de la feve (Vicia faba L). Les résultats

représentent la moyenne = SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de Student)

111.4.3. Effet du Cd sur la teneur en flavonols

L’expérimentation menée sur les flavonols a montré une augmentation de leur teneur au
niveau des plantules de haricot commun cultivées sur sol pollué par le Cd aussi bien au dans
la partie aérienne que dans la partie racinaire. Une augmentation hautement significative de la
teneur en flavonols est enregistrée pour la partie aérienne, cette teneur passe de 0,13 mg eq.
Q.g' MVS chez les témoins a 0,22 mg eq. Q.g! MVS pour les plantules cultivées en sol
pollué par 1 g.1"* de Cd, soit une augmentation de 58 %. Pour la partie racinaire, la teneur en
flavonols chez les plantules témoins passe de 0,046 mg eq. Q.g”! MVS a 0,067 mg eq. Q.g™!
MVS chez les plantules cultivées en sol pollué par 1 g.I"* de Cd ; soit une augmentation de 65
% (Fig. I11.27).
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Figure 111.27 : Effet du Cd sur la teneur en flavonols de haricot commun (Phaseolus vulgaris L).
Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test
de Student)

L’application de Cd aux plantules de féve ne produit, par rapport au témoin, aucun
changement de production de flavonols. De fait, malgré de légeres fluctuations au cours de la
culture, le test de Student n’a montré aucune différence significative. La production de
flavonols peut donc étre considérée constante, elle oscille entre 0,047 mg eq. Q.g™' MVS et
0,048 mg eq. Q.g"! MVS pour la partie aérienne, et 0,037 mg eq. Q.g™' MVS et 0,038 mg eq.
Q.g ' MVS pour la partie souterraine.
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Figure 111.28 : Effet du Cd sur la teneur en flavonols de la feve (Vicia faba L). Les résultats
représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test de
Student)
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111.4.4. Effet du Cd sur la teneur en tanins hydrolysables

L’application de Cd aux plantules de haricot commun engendre globalement une
augmentation de la production des tanins hydrolysables sur les deux parties étudiées des
plantules, mais statistiquement non vérifiee (Fig.111.29). Elle varie entre 2,55 mg eq.TA.g™* et
5,26 mg eq.TA.g' pour la partie aérienne et 3,34 mg eq.TA.g ' et 4,41 mg eq. TA.g! pour la

partie souterraine.
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Figure 111.29 : Effet du Cd sur la teneur en tanins hydrolysables de haricot commun (Phaseolus
vulgaris L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
selon le test de Student)

L’application de Cd a différentes concentrations aux plantules de feve affecte peu la

production des tanins hydrolysables, qui se situe a 0,091 mg eq.TA.g* pour le t¢émoin et 0,13
mg eq.TA.g™! pour la concentration de 1 g.I"' de Cd pour la partie aérienne, et 0,1 mg
eq.TA.g ! pour le témoin et 0,12 mg eq.TA.g™! pour la concentration de 1 g.I"! de Cd pour la
partie souterraine (Fig 111.30).
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Figure 111.30 : Effet du Cd sur la teneur en tanins hydrolysables de la féve (Vicia faba L).
Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le
test de Student)
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111.4.5. Effet du Cd sur la teneur en tanins condensés

La présence du Cd dans le milieu provoque, dés la concentration de 0,25 g.l™', une
augmentation hautement significative de la teneur en tanins condensés dans la partie aérienne
des plantules de haricot commun, qui s’accentue avec 1’augmentation de la concentration en
Cd (Fig.111.31). Celle-ci passe de 0,038 mg eq. CA.g ! chez 1z témoin a 0,129 mg eq. CA.g™!
chez le traité avec 1 g.I"* de Cd.

Dans la partie souterraine, la présence de Cd entraine une augmentation significative a partir
de 0,5 g.I'" de Cd, elle varie entre 0,1 mg eq. CA.g™' et 0,127 mg eq. CA.g™".
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Figure 111.31 : Effet du Cd sur la teneur en tanins condensés de haricot commun (Phaseolus vulgaris
L). Les résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le
test de Student)

Au niveau des racines de la feve, les évaluations des teneurs en tanins condenses en réponse a
I’augmentation de la concentration de cadmium dans le milieu de culture s’avérent similaires
pour les autres parameétres, a savoir une augmentation de leurs teneurs. A la concentration de
1 g.I"! I’augmentation est hautement significative avec un pourcentage de 100 %. Cependant
au niveau aérien, I’augmentation de la concentration en Cd ne produit pas d’effet significatif
sur la teneur en tanins condensés par rapport au témoin, qui varie au tour de 0,06 mg eq.
CA.g.
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Figure 111.32: Effet du Cd sur la teneur en tanins condensés de la féeve (Vicia faba L). Les
résultats représentent la moyenne + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 selon le test
de Student)
Le stress oxydatif est un mécanisme important de la toxicité du cadmium (Smeets et al.,

Tanins condensés (mg eq CA.g™* MVS)

Cd (g.17)

2005). Les plantes utilisent un systeme de défense antioxydant complexe pour prévenir les
dommages oxydatifs et maintenir les concentrations des espéces réactives de I'oxygene dans
un intervalle fonctionnel étroit (Ozgur et al., 2013). Les principaux composants de ce systeme
comprennent des capteurs de radicaux non enzymatiques, parmi lesquels les caroténoides, les
flavonoides et les composés phénoliques. Ces composants protégent les cellules végétales des
dommages oxydatifs en éliminant les ROS (Schafer et al.,, 2002). Une meilleure
compréhension des mécanismes antioxydants sous-jacents assurée par les composés
phénoliques est nécessaire pour développer des stratégies pour les sols de cultures
contaminés.

Les plantules, de haricot ainsi que ceux de la féve, cultivées sous traitements au Cd ont
montré une augmentation significative des teneurs en composés phénoliques, des teneurs
totales en flavonoides ; ainsi que des falvonols ; et des tanins condenses chez le haricot dans
les deux parties des plantes. En effet sous stress métallique, les composés phénoliques
peuvent agir comme des chélateurs d'ions de métaux de transition, des piégeurs de ROS
(Vollmannova et al.,, 2014; Manquian-Cerda et al., 2016) et peuvent supprimer la
peroxydation lipidique en inhibant les réactions radicalaires en chaine pendant la
peroxydation lipidique (Arora et al., 2000; Sakihama et Yamasaki, 2002).De plus ils

interviennent dans la biosynthése de plusieurs produits comme la lignine, la subérine et les
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flavonoides (Booke ret al. 1996). Ces produits augmentent la rigidité de la paroi cellulaire en

présence du stress (Quiroga, 2000).

Selon Jiang et al. (2017) une teneur plus élevée en composés phénoliques dans les racines et
les feuilles semble non seulement avoir une plus grande capacité a éliminer les ROS, mais
aussi une plus grande capacité a transloguer et chélater les métaux phytotoxiques dans les
plantes. Ces ions métalliques chélatés peuvent étre transférés par la suite vers des vacuoles
(Catherine A. Rice-Evans, 1996). Chen et al. (2019) ont rapporté qu’une augmentation des
composés phénoliques solubles qui rentrent dans la biosynthese de la lignine augmente
I'endurance de la paroi cellulaire par la création de barrieres physiques qui protegent les
cellules contre I'action nocive des métaux lourds, ainsi qu'influencent la transition des ions
métalliques dans les tissus végétaux puisque la lignification conserve probablement une partie
substantielle de métaux dans la fraction de paroi cellulaire. Cette séquestration aurait pu
immobiliser efficacement le Cd et le Zn dans les racines de la mangrove. Cela peut étre
identifié comme une stratégie de protection écologique en réponse au stress métallique.

En outre I’activit¢ de la Shikimate déshydrogénase (SKDH), de Ialcool cinnamylique
déshydrogénase (CAD) et de la polyphénol oxydase (PPO) augmentait entre-temps lorsque les
composes phénoliques totaux augmentent chez Kandelia obovata exposé a des concentrations
plus élevées de cadmium (Cd) et de zinc (Zn), qui indiquent que le Cd et le Zn jouent un role
auparavant non reconnu mais majeur dans la synthese, le transport et le métabolisme des
composés phénoliques.

En effet L'activité CAD est liée a la biosynthése de la lignine ; La PPO partage également un
role dans la synthése des composés phénoliques et de la lignine chez K.obovata, et peut
participer a I'élimination des exces de ROS causés par le Cd et le Zn, jouant ainsi un autre réle
détoxifiant pendant le traitement au Cd et au Zn. Il a été rapporté (Mobin et al., 2014) que le
dép6t de phénols polymérisés joue un rble important dans la restriction des niveaux d'ions
métalliques libres en stimulant plusieurs enzymes apparentées : Les polyphénol oxydases.
Chen et al. (2019) ont enregistré une forte augmentation de l'activité peroxydase
préférentiellement dans le Cd et / ou le Zn traités dans les racines et les feuilles, ce qui a
également été signalé dans d'autres espéces végétales (Drazic et Mihailovic, 2005). De I’autre
part SKDH est un type d'enzyme qui participe a la voie du shikimate, convertissant les
glucides simples en acides aminés aromatiques ou en phénylalanine qui serons utilisés pour la

synthese de polyphénols.
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Kovécik et al. (2006) ont affirmé que I'activation de I'enzyme phénylalanine ammoniac-Liaza
(PAL) est la principale cause d'augmentation de la concentration des métabolites phénoliques,
car c'est la principale voie de biosynthése des composés phénoliques. Une augmentation du
total des composés phénoliques sous pollution par le Cd a été signalée dans plusieurs plantes,
dont P. vulgaris (Manquian-Cerda et al., 2016; Mongkhonsin et al., 2016; Younis et al.,
2018b; Chen et al., 2019).

Les flavonoides sont fréquemment induits par le stress abiotique en particulier par les ETM et
favorisent les réles dans la protection des plantes (Grace et Logan, 2000; Daiet al., 2006). Les
activités biologiques et antioxydantes des flavonols, entre autres la quercétine, ont été
prouveées (Tsai et al., 2002). Les propriétés antioxydantes de I'ATH (anthocyanines) du chou
rouge ont également été prouvées (Glinska et al., 2007; Posmyk et al., 2007). De plus, ils ont
une forte tendance a chélater les ETM. En particulier, les groupes hydroxyle et carbonyle des
polyphénols qui peuvent se lier fortement au Cu et au Fe. Ce comportement chélatant fait des
polyphénols de bons candidats dans la prévention de la formation de radicaux libres catalysée
par les métaux (Lopes et al., 1999), Posmyk et al. (2009) ont rapporté qu'a 0,5 mM de Cu?*,
la concentration d'anthocyanines augmentait et que la synthése d'anthocyanines était la
stratégie efficace contre les ROS générés par le stress au Cu?*. On sait que les flavonoides
sont des inhibiteurs de I'enzyme lipoxygénase, qui convertit les acides gras polyinsaturés en

dérivés contenant de I'oxygene (Nijveldtet al., 2001).

Posmyk et al. (2009), Mongkhonsin et al. (2016) et Younis et al. (2018b) ont examiné des
plants de haricots communs traités avec des métaux tels que le Cu et le Cd et ont signalé une

augmentation de la concentration de flavonoides dans les pousses et les racines.

Dans la présente étude, le Cd a conduit a une augmentation marquée des tanins. Les tanins ont
de grandes capacités anti-oxydantes grace a leurs noyaux phénoliques. Selon Bruneton
(1999), les tanins hydrolysables sont des piégeurs de ROS et d'anions superoxyde et sont de
trés bons donneurs de protons pour les ROS produits pendant la peroxydation, ce qui entraine
une formation de radicaux tanniques plus stable. Les tanins sont connus pour éliminer les
métaux lourds des solutions a l'aide de technologies vertes (Sun et al., 2019). Oo (2009) a
rapporté que les ions métalliques pouvaient interagir avec les groupes hydroxyle des tanins de

mangrove par un processus d'échange d'ions et/ou de complexassions.
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111.5. Effet du Cd sur ’anatomie des plantules de Phaseolus vulgaris L. et Vicia faba L.

I11.5.1. Anatomie des tiges

L’examen microscopique des coupes transversales des tiges de P. vulgaris L., réalisé entre les
premiers et deuxiemes entre-nceuds, apres coloration au carmin vert d’iode (Fig. 111.33 A, B,
C, D), montre une similarité de diamétre que ce soit pour les échantillons témoins ou ceux
traités au Cd, avec un léger aplatissement de la section de la tige. Les cellules du cortex sont
de taille similaire dans tous les échantillons ; cependant, un léger élargissement de la zone
corticale est relevé sur les tiges exposées au Cd.

A fort grossissement (Fig. 111.33 E, F, G, H), nous notons que les plantules soumises a
différentes concentrations de Cd présentent un nombre de cellules par faisceaux et une taille
des vaisseaux du xyléme nettement plus réduit par rapport aux témoins. La différenciation du
xyléeme semble retardée chez les plantes cultivées en présence de Cd ainsi que les
épaississements pariétaux ; ce qui a probablement conduit a une diminution du flux de la séve
brute.

Chez les plantes témoins, le développement de la plante conduit a la disparition progressive
du parenchyme cortical entrainant la formation de lacunes medullaires dans la tige ; nos
résultats ont montré que le diamétre des lacunes médullaires diminue avec l'augmentation de
la concentration de Cd jusqu'a sa disparition avec la concentration de 1 g.I™* Cd (Fig. 111.33
A,B,C,D), ce qui suggére un retard dans le developpement des plantules de haricot. En outre,
en présence de Cd nous notons qu’il y a une absence ou tout au moins un retard dans la mise
en place des tissus vasculaires secondaires, avec un nombre élevé de cellules cambiales chez
le témoin (Fig. 111.33E, F, G, H).

D’autre part, les concentrations élevées de Cd impact négativement sur la croissance en
longueur des plantules et réduit aussi bien la taille que la densité des poils absorbants.

L’étude anatomique des coupes transversales réalisées au niveau des tiges de la féve a montré
une diminution du diamétre des tiges traitées au Cd par rapport au témoin ; Cette diminution
est liée a la réduction de la taille des cellules corticales et également de la taille des éléments
vasculaires. Les faisceaux vasculaires sont disposés radialement, le xyleme se différencie de
maniere centrifuge, superposé avec le phloeme, présent au niveau du cylindre central ainsi
qu’au niveau des poles de la tige.

Une apparence modérée des éléments de xyléme et de phloeme de la tige par rapport aux

échantillons témoins a également été signalée (Fig. 111.34 A,B,C,D).
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I |

Figure 111.33 : Coupes transversales de tiges de haricot commun des plantes témoins (A, E) et traitées
auCd:0,25¢.1" (B, F); 0,5g.I" (C, G); 1 g.I'* (D, H) observées au microscope photonique. C :
cortex, X: xyleme, P: phloeme, S: sclérenchyme, E: épiderme, ml: lacunes médulaires; Barre
d'échelle, 500 um
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Figure 111.34 : Coupes transversales de tiges de la féve des plantes témoins (A, E) et traitées au Cd:
0,25g.I* (B, F); 0,5 g.I"" (C, G); 1 g.I" (D, H) observées au microscope photonique. C: cortex, X:
xyléme, P: phloeme, Fs: fibres de sclérenchyme, E: épiderme, Pm: parenchyme médullaire, S :
sclérenchyme ; FLL : faisceaux libéro-ligneux ; Barre d'échelle, 500 um

Il est & noter qu’au niveau de 1’écorce de la tige, la présence de fibres de sclérenchyme est
plus importante dans les plantules témoins que celles des plantules traitées au Cd, dont les

parois se sont épaissies par un dép6t de lignine qui confére dureté et rigidité a la plante.

111.5.2. Anatomie des racines
L’anatomie des racines de P. vulgaris présente des modifications structurales au niveau des

éléments du xyléme, une diminution du nombre et de la taille des vaisseaux du xyleme a été
observée et la différenciation du xyléme semble étre retardée chez les plantules cultivées en
présence de Cd. De plus, les tissus secondaires sont déja formés chez les plantules témoins.
En revanche, ces tissus sont retardés chez les plantules cultivées en présence de Cd avec un
nombre élevé de cellules cambiales (Fig. 111.35 E, F, G, H).

Les concentrations les plus élevées de Cd peuvent entrainer une désintégration du rhizoderme
a certains endroits de la racine primaire. Cependant, la formation des racines secondaires a eu
lieu dans tous les échantillons (Fig. 111.35A, B, C, D).

EA



Résultats et discussion

80




Résultats et discussion

Figure 111.35 : Coupes transversales de racines de haricot commun des plantes témoins (A, E) et
traitées au Cd: 0,25 g.I* (B, F); 0,5 g.I"* (C, G); 1 g.I'* (D, H) observées au microscope photonique. C:
cortex, X: xyléme, P: phloéme, E: endoderme, Ca: cambium; Ir: racine latérale; mP: parenchyme
médullaire ; Barre d'échelle, 500 um

Au niveau des racines de feve, nous relevons une similarit¢ de I’anatomie générale des
échantillons traités et des témoins. En effet, les racines des plantes de feve témoins et traitées
au Cd a différentes doses présentent des cellules du cortex de taille identique. Par contre le
diametre des racines a diminué chez les plantes traitées par rapport au témoin. Tant dans les
racines témoins que traitées au Cd, I'épiderme était monocouche, le cortex compose des
cellules parenchymateuses & méats a paroi mince juste sous I'épiderme (Fig. 111.36. A,B,C,D).
Aussi, nous remarquons un retard de développement au niveau de racines traitées par le Cd se
traduisant par un retard de ’initiation de tissus secondaires, a la différence des racines
témoins qui présentent plusieurs assises cambiales.

L’apparition des racines latérales a été observée dans les quatre échantillons dont une 1égere
différence de 1’épaisseur de ces derniéres qui diminuent avec 1’augmentation de la
concentration de Cd (Fig. 111.36. E,F,G,H).

Des changements structurels remarquables induits dans les tissus racinaires par I'exposition de
la plante au Cd se sont produits dans le systeme vasculaire. Dans les racines traitées au Cd, le
diamétre des vaisseaux du métaxyléme a diminué par rapport au témoin. Le parenchyme
médullaire était plus petit dans les racines des plantes traitées au Cd. En outre, on remarque la
présence d’un endoderme monocouche a cadre dont la taille des cellules est presque similaire
pour I’ensemble des coupes des plantules témoins et traitées.

V. faba semble incapable de survivre longtemps a une concentration tres élevée de cadmium
(I g1, ceci s’expliquerait par les changements morpho-anatomiques extrémes observés au

niveau des racines qui limitent et altérent la fonction racine (Balestri et al., 2014).
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H

Figure 111.36 : Coupes transversales de racines de la feve des plantes témoins (A, E,|) et traitées au
Cd: 0,25g.I" (B, F, J); 0,59.1" (C, G, K); 1 g.I'* (D, H, L) observées au microscope photonique. X:
xyléme, Ph: phloéme; Rs: racine secondaire; Pm: parenchyme médullaire ;

Barre d'échelle, 500 um
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L'anatomie végétale est connue pour étre sensible aux conditions physiques et chimiques,
comme la pollution par le Cd. Des changements anatomiques en réponse au Cd ont été
rapportées depuis longtemps par Barcelo et al., (1988), Lux et al., (2011) et Pereira et al.
(2018) qui ont travaillé respectivement sur Phaseolus vulgaris L., Zea mays L. et Solidago
chilensis L.

La présence de Cd dans le sol entraine un léger élargissement de la zone corticale chez P.
vulgaris. Dans la racine, le transport de I'eau et de solutés s'effectue de fagon radiale, des poils
absorbants vers la stéle centrale ou se trouve le xyléme, en traversant la paroi ou le
cytoplasme des cellules du cortex. Comme mentionné par Maksimovic et al. (2007),
I'élargissement de la zone corticale a un réle fonctionnel dans I'augmentation de la résistance
des plantes aux écoulements radiaux d'eau et de solutés chez le mais sous une pollution par le
Cd et le Ni.

Cependant, Peu d'informations sont disponibles sur le développement des cellules et des tissus
du cylindre central sous stress par le Cd; ce sujet nécessite une attention particuliere, compte
tenu de l'importance du xyléme dans la translocation du Cd et dans la régulation du

mouvement du cadmium des racines vers les tissus aériens.

Nos résultats rejoignent ceux d’Aloni (1987), Barcelo et al. (1988) et Vazquez et al. (1992)
qui ont signalé que le Cd reduit le nombre et la taille des vaisseaux du xyléme. Les causes
peuvent étre multiples : Suivant I'nypothése de l'adaptation vasculaire d'Aloni (1987), la
présence de facteurs de stress dans I'environnement immédiat de la plante limite la taille finale
de la plante et se traduit par des pousses petites ou supprimeées avec des vaisseaux plus petits
mais plus nombreux. Lors de notre étude, nous avons observé une diminution du diamétre des
vaisseaux, mais aucune augmentation du nombre de vaisseaux, ce qui est en accord avec
Barcelo et al. (1988).

Le cadmium peut affecter directement ou indirectement la division cellulaire et la
différenciation dans le cylindre vasculaire, qui semble étre essentielle a la fois pour la
production de pro-cambium et de cambium et pour la différenciation des cellules de cambium
en vaisseaux et en fibres (Fig. 111.37) ce qui conduit a un mauvais développement des
faisceaux vasculaires (Aloni, 1987). De plus Barcelo et al. (1988) rapportent que, le
traitement au Cd diminue la densité des vaisseaux et des fibres et peut affecter la

différenciation des éléments et des fibres de la trachée par plusieurs mécanismes. Les
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vaisseaux et les fibres se différencient a partir du cambium, dont le nombre a été

considérablement réduit par le Cd.
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Figure 111.37: Schéma simplifié de la mise en place et du fonctionnement du cambium selon
Heller et al. (2000)
De plus la division et la différenciation de ces éléments conducteurs dépend de I'équilibre des
diverses phytohormones. Nous avons constaté que les auxines, les gibbérélines, les
cytokinines et I'éthyléne influent sur la différenciation du xyléme et / ou des fibres (Aloni,
1987, Bhalerao et Bennett, 2003). Les auxines sont les hormones végétales les plus connues et
ont été impliquées dans la régulation de nombreux aspects du développement des végétaux.
Les auxines jouent notamment un role fondamental dans 1’induction et la progression du cycle

cellulaire (Perrot-Rechenmann, 2010).

Au niveau du cambium, il a été montré que les auxines initient et maintiennent 1’activité de
division cellulaire (Little et Wareing, 1981), influencent le taux de division cambiale, ainsi

que les proportions relatives de xyléme et de phloéme (Aloni, 1987).
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Cependant, la présence de cytokinines est également indispensable pour stimuler les divisions
cellulaires et donc pour la formation et le maintien des cellules cambiales (Fukuda, 2004).
Enfin, les gibbérellines sont également connues pour promouvoir la division (Aloni, 2001).
Auxines, cytokinines et gibbérellines agissent en stimulant la synthése d’enzymes-clés de la
régulation du processus de division, appelées protéines-kinases-cycline dépendantes (CDKSs)
(Perrot-Rechenmann, 2010). L’activité des CDKs est essentielle pour 1’entrée des cellules qui
ne se divisent pas dans le cycle cellulaire et pour le bon déroulement de celui-ci.

Dans des expériences a court terme, une augmentation transitoire de I'éthyléne a été trouvée
comme réponse précoce a un excés de Cd (Fuhrer, 1982). Il semble que le Cd stimule la

dégradation de I'auxine (Chaouiet al., 2005).

Aloni (1982), rapporte que le Cd peut diminuer la taille du cambium et la différenciation des
fibres dans les tiges en inhibant I'exportation des cytokinines a partir des racines.

Des informations sur ce sujet sont manifestement nécessaires pour comprendre les
mécanismes des altérations de croissance et de différenciation induites par le Cd. D'autres
altérations ont été observées par Barcelo et al. (1988), a savoir I'obstruction du xyleme et
I'accumulation de cristaux, peuvent étre considéré comme des effets secondaires survenant

plus tard.

L'exposition au Cd chez le haricot n'a eu aucun effet sur les diamétres des racines, ce qui
corrobore les résultats obtenus en 1992 par VVazquez et al. Cependant, des concentrations plus
élevées de Cd peuvent entrainer la désintégration du rhizoderme a certains endroits de la
racine, des effets anormaux similaires ont également été décrits chez la tomate (Gratdo et al.,
2009).

Une grande partie du Cd absorbé par les plantes est retenue dans les racines, mais une partie
est transférée vers les parties aériennes de la plante en géneral (Vollenweider et al., 2006).
Par conséquent, des changements minimes dans les caractéristiques anatomiques des tiges ont

été observés par rapport aux racines.
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Conclusion

VI. CONCLUSION
L’objectif général de la thése était de caractériser au niveau morphologique, physiologique,
biochimique, et anatomique les effets du Cadmium sur le haricot commun et la féve. L’¢étude
a porté sur I’exposition des plantules de haricot commun et de féeve a des concentrations
croissantes du Cd (0,25g.17%, 0,59.1", 1g.I") pendant 21 jours de culture. Notre objectif a été
décliné en différentes opérations. La premiére était un test d’inhibition de germination de
graines et d’¢longation des radicules, les résultats ont montrés une baisse significative
atteignant 98% et 91 % respectivement pour le haricot et la féeve. L’analyse morphologique a
montré que ’application du Cd produit une baisse de la croissance globale des plants, en
perturbant de tres nombreux mécanismes physiologiques, entrainant la formation de plantes
de taille réduite. L’inhibition de la division et de I’élongation cellulaire sont les phénomenes
les plus souvent mentionnées pour expliquer ces effets de Cd, l'indice de tolérance des
plantules de haricot et de feve est inférieur a 1 pour toutes les concentrations de Cd dans les
deux parties de la plante, ainsi confirme une diminution nette de la biomasse et suggere que
nos plantules sont stressées.
Concernant les variables biochimiques de la plante, nous avons trouvé que, le Cd a perturbé
’activité de synthése des pigments photorécepteurs en affectant la synthése d'enzymes clés ou
en augmentant la dégradation enzymatique de la chlorophylle, pour les pigments caroténoides,
les résultats obtenus ont mis en évidence un effet dépressif du Cd sur la synthése et /ou la
libération des caroténoides pour les deux plantes.
Les glucides dont Iaugmentation chez le haricot résulte, selon Jha et Dubey (2004), d’une
activation de différentes enzymes hydrolytiques, contribueraient a I’élimination des ROS et a
I’osmorégulation, augmentant ainsi la tolérance de la plante (Morsy et al., 2007). Ligands
potentiels des métaux lourds, certains acides aminés joueraient ainsi un rdle dans la tolérance
et la détoxification (Sharma et Dietz, 2006). Parmi les acides aminés, la proline constitue un
indicateur de stresses environnementaux. Sous l’effet du cadmium, ’augmentation de sa
teneur dans les feuilles est en accord avec son r6le de protection contre le stresse abiotique. La
diminution des teneurs en protéines qui résulte soit d’une hydrolyse accrue soit d’un
ralentissement de leur biosynthese est significative chez les deux especes étudiées.
Aprés exposition au Cd, les composés phénoliques; substances antioxydantes non
enzymatiques, augmentent fortement dans les deux parties des plantules, I’effet étant
particulierement marqué chez la féve cette accumulation résulterait d’une activation de leur

synthése et/ou d’une réduction de leur dégradation.
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Les résultats de cette étude soutiennent I'idée que la présence du Cd dans le sol a affecté non
seulement la morphologie des plantules de haricot et de la feve, mais aussi leur structure
anatomique. En effet, nous montrons que les racines et les tiges des plantes cultivées en
présence du Cd présentent une réduction du nombre et de la taille des vaisseaux de xyléme
secondaire suite & un retard dans la différenciation de ce tissu ce qui peut contribuer a
diminuer 1’absorption du polluant.

Cette étude a montré que les plantules de la feve sont un bon choix pour développer des tests
de phytoremédiation. En effet, les plantules feve semblent tolérer le Cd. En dépit de la
réduction de leur taille, de leur teneur en pigments, les plantules de feve apparaissent en
bonne santé et continuent leur développement ; elles semblent faire face au polluant en
prenant en charge les molécules actives d’oxygene (augmentation des teneurs en composé€s

phénoliques) d’une part, d’autre part elles modifient la structure anatomique de leur racine.

Perspectives
En perspective, cette étude pourrait étre amélioree par :

e Le dosage du Cd dans les parties aérienne et souterraines des deux plantules, permet
de determiner les facteurs de transfert (sol/ plante) et de translocation (partie
souterraine/partie aérienne) et de déterminer le seuil de phytoremeédiation par les deux
plantes étudiées.

e [L’évaluation du pouvoir prédictif des corrélations obtenues entre I’accumulation du
cadmium et la teneur en composés phénoliques.

e L'eévaluation de leffet du Cd sur le profil des composés phénoliques et des
antioxydants enzymatiques semble étre importante.

e [’étude des mécanismes de la génotoxicité du Cd en mesurant le taux des cassures sur
I’ADN et I'oxydation des bases, par la méthode « Comet assay ».

e Tester le Cd sur d’autres espéces

e Consulter d’autres ¢léments traces métalliques.
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Annexe | : Courbes d’étalonnage pour le dosage des paramétres biochimiques
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Fig.1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des sucres solubles
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Fig.3 : Courbe d’étalonnage pour les protéines
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Annexe Il : Préparation des réactifs et solutions
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Annexe I11. Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques
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Fig. 2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins hydrolysables
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Fig. 3 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés
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Annexe 1V : Biosynthése des composés phénoliques
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Figure 1 : Formation de composés phénoliques via la voie de I’acide shikimique
1- aldolase, 3-désoxy-D arabinoheptulosonate, 7- phosphate synthase ou DHAP synthase, 2-déshydroquinate
synthase ; 3- déshydroquinate déshydratase ; 4-shikimate déshydrogenase ; 5-complexe shikimate kinase ; 6-
chorismate kinase ; 7-anthralinate synthase ; 8-préphénate déshydratse ; 9-préphénate déshydrogénase ; 10-
aminotransférases ; 11-phénylalanine ammonia-lyase ; 12- tyrosine ammonia-lyase (Bruneton, 1999).



ANNEXES

Voie des
pentoses-P

l

Erythmse-{l-@ ®{nd Pyruvate
]

Glycolyse

Acide protocatéchique

Tannins
3 Acide gallique k hydrolysables

Voie de I'acide

shikimique

| Pl Alcaloides
Tyrosine Tryptophane

/ ~ Indole-3-Acide acétique
Phénylalanine (TAA)
Acide 4-OH-Cinnamique

(Acide p-coumarique) l

Acide cinnamique =——® Flavonoides
- 1 -

Tannins
Acide p-coumarique condensés

v

Acide férulique

\

Lignine

Coumarine

Figure 2 : Le rble central de la voie de 1’acide shikimique dans la synthése de différents métabolites
primaires et secondaires. PAL = phénylalanine ammonia lyase. CS= chalcone synthase (Kovacik et
al.2006)



ANNEXES

Annexe V : La production nationale du haricot et de la féve

Tableau 1. La production nationale du haricot (FAOSTAT, 2017)

Haricot frais haricot sec
Années Superficie | Rendement | Production | Superficie | Rendement | Production
récoltée (hg/ha) (tonne) récoltée (hg/ha) (tonne)
(ha) (ha)
2008 8622 46533 40121 1040 5231 544
2009 8918 50567 45096 1616 7172 1159
2010 9599 55721 53487 1214 6960 845
2011 9197 59347 54581 1218 7824 953
2012 10707 56773 60787 1573 6510 1024
2013 11594 61870 71732 1427 9544 1362
2014 11456 69457 79570 1633 8224 1343
2015 11276 70515 79513 1788 7947 1421
2016 10700 73924 79099 1310 6679 875
2017 11434 85712 98003 1902 7781 1480

Tableau 2 : La production nationale de la feve (FAOSTAT, 2017)

Féve seche
Années Superficie Rendement | Production

récoltée (ha) (hg/ha) (tonne)
2008 30688 7665 23521
2009 32278 11306 36495
2010 34210 10706 36625
2011 37090 10240 37982
2012 36835 10997 40507
2013 37668 11253 42386
2014 37499 11037 41389
2015 39977 11208 44807
2016 35813 10624 38048
2017 40361 11609 46856
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Figure 1 : Biosynthése de la proline (Li et al.2013)

Figure 2 : Catabolisme de la proline (Li et al.2013)
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Abstract. Cadmium (Cd) is one of the most notable heavy metals because of its high mobility and
toxicity towards plants. In the present study, we aimed to evaluate the effect of cadmium on growth,
physiological parameters, anatomical changes and phenolic compounds content in Phaseolus vulgaris
L plant. Seedlings were exposed to cadmium at 0.25; 0.5 and 1 g.I" for 21 days. Results indicated that
cadmium significantly decreased percent seed germination, embryonic radical elongation, plant dry
weight, stem/root length and numbers of leaves and lateral roots. Cadmium also induced a decrease in
chlorophyll and protein content with all treatments; however, sugar and proline increased significantly
with 1 g.I"Y. Total phenolic content increased by around 43% and 32% in the above ground part and
roots respectively. Flavonoids, flavonols, hydrolysable tannins and condensed tannins showed a
significant increase with higher cadmium concentration. Cadmium also changed plant root and stem
anatomy; a decrease in both number and size of xylem vessels and a delay in xylem differentiation
were observed.

Keywords: cadmium, Phaseolus vulgaris L., growth, histological changes, phenolic compounds

Introduction

Modern agro-ecosystems have continually received ever-increasing cadmium (Cd)
pollution from several domestic and industrial activities, as well the agricultural
application of phosphate fertilizers, sewage sludge and irrigation water contaminated
with this element; leading to soil Cd contamination and increased Cd uptake by plants
grown in those mediums (McLaughlin et al., 2006; Escudey et al., 2007). Cadmium can
be found in soils, reaching levels of approximately 1 mg.kg™' for most of surface soils
(Kabata-Pendias, 2000). It is relatively easily available for plant uptake because it is
predominantly found in soil solution or bound to solid phase systems (Verbruggen et
al., 2009).

In plants, exposure to cadmium induces phytotoxicity symptoms, such as biomass
reduction, inhibition of root elongation (Gratao et al., 2009) and causes a reduction of
several physiological processes including photosynthesis, respiration and transpiration
(Seregin and Ivanov, 2001; He et al., 2017; Yazdi et al.,, 2019), seed germination
(Chugh et al., 1995; Fattahi et al., 2019) and interferes with uptake, transport, and
distribution of essential and non-essential mineral elements, especially in the form of
Cd?*(He et al., 2017). Cd toxicity triggers the over-accumulation of reactive oxygen
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species, ultimately resulting in oxidative stress in plants (Cuypers et al., 2011; Anjum et
al., 2015; Gupta et al., 2017)

Antioxidant molecules produced by plants as a response to Cd uptake, are considered
a defense mechanism to metal stress. In this context, many studies have shown the
radical scavenging properties of phenols, mainly by yielding electrons (Michalak, 2010;
Cruces et al., 2015; Manquian-Cerda et al., 2016). Plants exposed to heavy metal stress
have been observed to exude high levels of phenolic compounds (Posmyk et al., 2009;
Mongkhonsin et al., 2016; Manquian-Cerda et al., 2018).

The harmful effects of Cd in soils include also anatomical changes such as variation
in root tissues organization, development of apoplastic barriers (Vaculik et al., 2012),
structural changes in plant’s vascular system (Barcelo et al., 1988).

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most important grain legumes
worldwide; it is a valuable food source for humans around the world and accounts for
higher consumption and economic importance. This crop is potentially exposed to Cd
due to a component of fungicide and fertilizer formulations and amendment that is
commonly used in agriculture throughout the word.

The purpose of this study was to evaluate Cd effect on: (i) morphological and
physiological parameters, (ii) polyphenol accumulation in seedlings, (iii) root and stem
structure in order to obtain detailed picture of Cd-induced structural disorders in vessels.
It should help to explain responses of common bean to Cd stress.

Materials and methods
Plant material, treatments and growth conditions

Study was done in Algeria northern Africa under laboratory conditions. Common
bean (Phaseolus vugaris L.) Djadida genotype commonly cultivated there was used.
Seeds were selected, surface-disinfected using 0.1% sodium hypochlorite (NaClO) for
10 min, rinsed and soaked in distilled water at room temperature for 12 h. Seeds were
then germinated in sealed plastic dishes with moistened filter paper at 25 °C in dark for
3 days. Uniform seedlings were selected and transplanted to pots containing mould with
16 h light and 8 h dark cycle at average day/night temperature of 25 °C/20 °C and
average relative humidity of 75%, watered as needed according to field capacity
calculated in gram of water per gram of soil and afterwards, till the end of the
experiment for 21 days. The following treatments were considered: (1) 0.25 g.I"* of Cd,
(2) 0.5 g.I" of Cd, (3) 1 g.I"t of Cd. The Cd concentration was supplied us CdCl, water
solution. For control experiment, Cd was omitted.

Seed germination and root elongation test

This test serves to verify the effect of cadmium on seeds germination. After selection
and disinfection, seeds were placed in boxes containing filter paper moistened with
cadmium solution at different concentrations 0.25 g.I'", 0.5 g.I*, 1 g.I't and control
moistened with distilled water. In each box 50 seeds were putted at 25 °C temperature
in dark, with three repetitions for each concentration. Seeds were watered as needed by
distilled water during 7 days.

To calculate the germination rate, we counted seeds sprouted per box every day until
the seventh day, knowing that germination is positive when its radical reaches 5 mm in
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length. After the seventh day of seed germination, radical’s length of germinated seeds
was measured on cm.
To obtain percentage of germination, we used the formula:

G(%) = (number of germinated seeds / total number of seeds) x 100

Morphological parameters

The different studied parameters are: Stem height and root length measured in cm;
number of leaves and lateral roots. After sampling, roots were separated from above-
ground part of plants and dried at 80 °C temperature for 48 h and weighed until we
obtained a fixed weight in order to have the dry matter yield per pot.

Determination of tolerance index

Tolerance index (TI) was calculated as a ratio of the mean dry weight of plants
grown in presence of Cd and mean dry weight of control plants. Tl values lower than 1
suggests that plants are stressed due to metal pollution. Whereas, TI values equal to 1
indicate no difference relative to control treatments. Also, Tl values higher than 1
indicate that plant is a hyper accumulator (Audet and Charest, 2007).

Biochemical and physiological parameters
Photosynthetic pigments determination

For photosynthetic pigments (chlorophyll a and b, carotenoids) analysis, fully
developed trifoliate leaves were extracted with 80% acetone. Pigments contents were
determined spectrophotometrically (spectrophotometer Shimadzu UV 1800) at
following wavelengths: 663, 646 and 470 nm and calculated according to Lichtenthaler
and Wellburn (1983).

Total soluble sugars

Leaves were used for soluble sugar determination; extraction was done with 80%
(v/v) ethanol. Sugar content of resulting solution was determined following to Dische
(1962) using anthrone reagent. Absorbance was measured at 620 nm. Standards of
glucose were prepared and analyzed in the same way to obtain a calibration curve.
Soluble sugars content was calculated as mg glucose equivalent g FW.

Total protein content

The protein content in leaf tissue was determined according to Bradford (1976),
Fresh leaves were homogenized and extracted with 5 mM buffer Tris-HCI, pH 7.2,
0.25 M sucrose and 1 mM MgCl.. The extract was incubated with Bradford reagent in
darkness. Absorbance was measured at 595 nm and the amount of proteins was
expressed in equivalents of BSA bovin serum albumin (mg eq. BSA g FW), used as
standard.

Proline content

Proline content was determined following to Bates et al. (1973), using ninhydrin
reagent. The absorbance was measured at 520 nm. Reference standards of proline were
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prepared and analyzed in the same way to obtain a calibration curve. Results were
expressed on pg.gt DW.

Estimation of phenolic compounds

Phenolic compounds were extracted from shoot and roots dried samples of Phaseolus
vulgaris L. The amount of total phenolics in the extract was determined using Folin
Ciocalteu reagent as described by Meyers et al. (2003). Absorbance was measured at
750 nm and the results expressed in equivalents of gallic acid (mg eq. GA g DW), used
as standard.

Colorimetric aluminum chloride method was used for flavonoids and flavonols
determination, using optimized protocols established by Bahorun et al. (1996);
Kumaranand Karunakaran (2007a, b), respectively. Absorbance was measured at 430
and 440 nm respectively, and the amount of flavonoids and flavonol were expressed in
equivalents of Quercetin (mg eq. Q g™* DW), used as standard.

Hydrolysable tannins content was determined as described by Mole and Waterman
(1987) and was quantified according to standard curve prepared for tannic acid. Results
were expressed in equivalent of tannic acid (mg eq. TA g* DW).

Condensed tannins contents were determined following the method described by
Swain and Hillis (1959). The absorbance was measured at 500 nm. The amount of
condensed tannins was expressed in equivalents of catéchin (mg eq. CAg™* DW), used
as standard.

Anatomical study

At day 21 from sowing, samples were taken for light microscopy study. Sections
were performed on fresh plants. Cross sections were made on the main root (1 cm of the
collar; area of lateral roots), and those of stem are represented between first and second
internodes. Samples were cut with a vibratome in order to obtain 100-pum transverse
sections; fresh sections were collected and stained with iodine green carmine as
described in Locquin and Langeron (1978).

Specimens were analyzed using a light microscope (optika B-350, Italy) using x100
and x 400 magnifications, light micrographs were acquired by a digital camera and the
images were processed and archived with TS view software version 6.2.4.5, tucsen
imagin technology.

Statistical analyses

All data presented are the mean values of tree replicates + standard deviation (SD).
Statistical analysis was carried out by student analysis at 5%, 1% and 0.1% significance
level, using statistical software package STATISTICA version 8.0

Results
Effect of Cd on germination and root elongation

Smaller number of seeds germinated in comparison with control variant was identified
when Cd was added. Percent seeds germination was affected by different cadmium
concentrations, it was lowered by about 68% with 0.25 g.I"t of metal, 84% with 0.5 g.I"
and 98% with 1 g.I'* Cd concentration (p < 0.05%) in contrast to control (Fig. 1A).
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However, elongation of embryonic radical was impaired by about 70%, 87%, 91% (Fig.
1B) by 0.25; 0.5 g.I'*and 1 g.I"* Cd respectively (p<0.01**) compared to control.
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Figure 1. Effects of cadmium (Cd) on (A) germination kinetics, (B) radicles length of common
bean seeds (Phaseolus vulgaris L.). Results represent the mean + SE (n = 3) (*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001 according to Student test)

Effect of Cd on plant growth

Morphological changes in Phaseolus vulgaris L. plants treated with concentrations of
Cd showed leaf chlorosis, growth inhibition; stem weakening and dark brown root tips.
We noted that 21-day-old, bean seedlings on polluted soil developed all aerial organs
but shorter compared to control plants. Dark brown root tips and reduced growth are the
most common physiological effects of heavy metal exposure in plants (Ovecka and
Taka¢, 2014). Stem and main root length is 68.58% and 71.43% shorter respectively in
bean plants grown in 1 g.I"t Cd concentration compared with those of controls (Fig. 2A);
in this same concentration, bean plants had 50% fewer leaves and 20% fewer lateral
roots per plant (Fig. 2B). The above ground part-roots dry weight and TI which
represent relative plant growth were adversely affected by Cd concentrations; they
decreased gradually with increase of Cd concentrations. This decrease was around
77.27% in above ground part length, and 47.97% in roots length comparing to their
respective control under 1 g.I* Cd (Fig. 2C). According to results shown in Table 1,
Tolerance Index of bean plants is less than 1 for all Cd concentrations in both part of
plant, this confirmed a net decrease in biomass and suggests that Phaseolus vulgaris L.
plants are stressed.

Treatment with 0.5 and 1 g.I'! of Cd elicited significant decrease in all growth
parameters as compared with control value (P <0.05 *), except for lateral roots number
and roots dry weight; no changes were observed.

Table 1. Value of tolerance index of bean plants according to Cd concentrations

Cadmium treatments

TI 0.25g.I"*Cd 0.5¢g.l'Cd l1gltcCd
Above ground part 0.65 0.34 0.22
Roots 0.82 0.58 0.52
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Figure 2. Effects of cadmium (Cd) on (A) stem and main root length, (B) leaves and lateral
roots number, and (C) dry weight of common bean seedling (Phaseolus vulgaris L.). Results
represent mean + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 according to Student test)

Biochemical and physiological parameters

Cd treatment results in decline in chlorophyll content with increasing Cd
concentrations. Chl a decreased significantly (P<0.01**) under all treatments till
56.87% compared to control. However, Chl b decrease was significant only under 1 g.I*
Cd (p<0.05*) till 31.19% compared to control (Fig. 3A). When total carotenoids content
showed a decrease reaching their lowest value under 1 g.I"" Cd treatment (p<0.05*) in
contrast to control (Fig. 3B).
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Figure 3. Effects of cadmium (Cd) on biochemical parameters of common bean seedling
(Phaseolus vulgaris L.). Results represent the mean + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001 according to Student test)
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It is obvious from Figure 3C that total soluble sugars content, appeared to increase
under Cd treatment; increase was significant under 0.5 and 1 g.I"t Cd (p<0.05*) as
compared with control value, it reached 24.80%.

Bean plants exhibited a significant decrease in proteins content with 1 g.I"* Cd
concentration (p<0.01**) reaching 84.67% compared to control (Fig. 3D) when proline
appeared to increase progressively with increase of Cd concentrations till 63.80% with
1 g.I"* Cd concentration (P<0.01%*) (Fig. 3E).

Changes in phenolic compounds

Phenolic content in Phaseolus vulgaris L. extract is shown in Figure 4. Increasing
levels of Cd markedly increased synthesis of these metabolites in all treatments in both
above ground part and roots (p<0.05*) in contrast to control, aside from roots
hydrolysable tannins. The rates of increase were till 43, 63, 58, 106, 239% in above
ground part, and till 32, 34, 65, 31 and 20% in roots for total phenolics, flavonoids,
flavonols, hydrolysable tannins and condensed tannins respectively.
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Figure 4. Effects of cadmium (Cd) on phenolic compounds content of comman bean seedling
(Phaseolus vulgaris L.). Results represent the mean + SE (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 according to Student test)

Anatomical study

Our results showed that stem (Fig. 5A, B, C, D) and root (Fig. 6A, B, C, D) diameter
sections were similar in control and all Cd treatment plant samples, with slight
flattening of stem section. Cortex cells are similar in size in all samples; however, there

APPLIED ECOLOGY AND ENVIRONMENTAL RESEARCH 18(2):3757-3774.
http://www.aloki.hu e ISSN 1589 1623 (Print) ¢ ISSN 1785 0037 (Online)
DOI: http://dx.doi.org/10.15666/aeer/1802_37573774
© 2020, ALOKI Kft., Budapest, Hungary



Benhabiles Ait EI Hocine et al.: Effect of cadmium stress on the polyphenol content, morphological, physiological, and anatomical
parameters of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
- 3764 -

was a slight enlargement of cortex zone in primary roots and stem that had been
exposed to Cd. At high magnification (Figs. 5E, F, G, H, 6E, F, G, H), a decrease of
both number and size of xylem vessels in root and stem sections was observed and
xylem differentiation appears retarded in plants grown in presence of Cd. which
probably led to a decrease in raw sap flow.

Development of plant led to progressive disappearance of cortical parenchyma
resulting to medular lacunae formation in plants stem; our results showed that medular
lacunae diameter decreased with increase of Cd concentration till its disappearance with
1 g.I" Cd concentration (Fig. 5), which suggests a delay in development of bean plant.
In addition, sections showed appearance of secondary tissues in control, in contrast
these tissues were retarded in plants grown with Cd treatment with a high number of
cambial cells (Figs. 5, F, G, H, 6E, F, G, H).

In root, higher Cd concentrations can result in rhizodermis disintegration in some
location of root, but lateral root initiation was observed in all samples (Fig. 6A, B, C, D).

Figure 5. Light micrographs of control (A, E) and Cd-treated plants: 0.25 g.I* (B, F); 0.5 g.I"*
(C, G); 1 g.I'" (D, H) showing transversal stem sections. C: cortex, X: xylem, P: phloem, S:
sclerenchyma, E: epidermis, ml: medular lacunae; Scale bar, 500 um

APPLIED ECOLOGY AND ENVIRONMENTAL RESEARCH 18(2):3757-3774.
http://www.aloki.hu e ISSN 1589 1623 (Print) ¢ ISSN 1785 0037 (Online)
DOI: http://dx.doi.org/10.15666/aeer/1802_37573774
© 2020, ALOKI Kft., Budapest, Hungary



Benhabiles Ait El Hocine et al.: Effect of cadmium stress on the polyphenol content, morphological, physiological, and anatomical
parameters of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
- 3765 -

Figure 6. Light micrographs of control (A, E) and Cd-treated plants: 0.25 g.I"* (B, F); 0.5
g.I" (C, G); 1 g.I" (D, H) showing transversal root sections. C: cortex, X: xylem, P:
phloem, E: endodermis, Ca: cambium; Ir: lateral root; mP: medular parenchyma; Scale
bar, 500 um

Discussion
Effect of Cd on germination and root elongation

Seed germination and root elongation tests are frequently used for assessing heavy
metal phytotoxicity (Wang and Keturi, 1990; Munzuroglu and Geckil, 2002). Our
results indicated significant inhibition of seed germination and root elongation under Cd
stress which is in agreement with previous results of Li et al. (2005) on Arabidopsis
thaliana. Hsu and Chang-Hung Chou (1992) reported that among heavy metals tested,
Cd showed more toxicity to seed germination of Miscanthus, Fattahi et al. (2019) also
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indicated that the increase in Cd concentrations led to an increase in germination time
and a reduction in germination percentage.

According to Kranner and Colville (2011), Cd hamper water uptake inhibiting seed
germination, and prolonged their dormancy under room temperature, Munzuroglu et al.
(2008) demonstrate that the inhibition of germination was related with abscisic acid
accumulation in seeds. In addition, starch is the most abundant stored material in seeds
used in germination after being degraded by enzymes such as amylase; so, inhibition of
specific enzymatic reactions by heavy metals causes a negative effect on germination
(Ko etal., 2012).

Effect of Cd on plant growth

Plant growth is one of the best indicators to evaluate plant response to environmental
stress. Cadmium stress is a major environmental factor which induces various
phytotoxicity symptoms such as stunted growth, root browning, chlorosis, necrosis and
cell apoptosis (Chang et al., 2013; Zemanova et al., 2015; Younis et al., 2018a).

Our experimental data revealed that cadmium stress inhibited the growth of bean
plants; similar behavior was reported by Yazdi et al. (2019), who found that seedlings
of lettuce treated with low doses of Cd (100, 200, and 300 ug.g™ perlite) had
phytotoxic effects. In addition, Younis et al. (2018a) reported that (Phaseolus
vulgaris) treated with (10°, 10°M Cd) showed a significant decrease in growth
parameters. The same result was observed in research conducted on three Miscanthus
species (Guo et al., 2016). Growth inhibition could be attributed to inhibiting
photosynthesis, respiration, water and nutrient uptake by Cd (Dias et al., 2013; Xue et
al., 2013). The production of various forms of reactive oxygen species under inductive
oxidative stress due to heavy metals presence, results in retardation of plant growth
that could eventually led to plant death (Loi et al., 2018). It has been proposed that
inhibition of root and shoot growth in presence of heavy metals may be mainly due to
abnormal cell division as well as interference of heavy metals with cofactors that play
a vital role in photosynthesis, respiration and protein synthesis in root and shoot of
plants (Volland et al., 2014).

Biochemical and physiological parameters

Cadmium treatments cause a decrease in pigmentation of common bean shoots wich
is in accordance with results of Molnarova et al. (2012) on Sinapis alba shoots., Younis
et al. (2018a) on P. vulgaris L., Yazdi et al. (2019) on Lactuca sativa Linn. and Chen et
al. (2019) on Kandelia obovata.

Decrease in chlorophyll content is attributed to inhibition of chlorophyll synthesis
either by affecting key enzymes synthesis such as d-aminolevulinic acid dehydratase
(ALA-dehydratase) and proto-chlorophyllide reductase (Stobart et al., 1985; Van
Assche and Clijsters,1990), or indirectly by induction of Fe deficiency by inhibiting
Fe(111) reductase and seriously affecting photosynthesis (Alkantara et al., 1994; Lang et
al.,1995; He et al.,, 2017). Cd is also known to enhance chlorophyll enzymatic
degradation (Somashekaraiah et al., 1992).

Sugars are involved in many mechanisms of biotic or abiotic stress response, their
action in abiotic stress is very wide, they can act as an osmoprotectants by stabilising
cellular membranes and maintaining turgor (Peshev and Ende, 2013) or as antioxidant
molecules (Keunen et al., 2013).
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Our results indicate that Cd treatment led to an increase in total soluble sugars
content in common bean. Similar results have been reported by Li et al. (2013) on wheat
plants and Vezza et al. (2018) on soybean plants under Zn and As stress, respectively.
Contrary to these results, reducing sugar content was observed in Phaseolus vulgaris L.
under Pb and Cd stress (Bhardwaj et al., 2009; Younis et al., 2018a). In fact, cadmium
induced perturbation in metabolism of carbohydrates by modulating their enzymes
activities and causes sugar accumulation (Devi et al., 2007; Mishra and Dubey, 2013)

Protein content is inversely proportional to Cd concentrations, it decreases with Cd
increasing. This is may be due to enhanced protein hydrolysis either by increased
protease activity (Palma et al., 2002; Melnichuk et al., 1982) or by fragmentation of
proteins due to toxic effects of reactive oxygen species. In fact, denaturant ion of
functional and structural proteins is known as a result of reactive oxygen species (ROS)
production in cells under stress conditions (Davies et al., 1987; Bowler et al., 1992).
Moreover, decrease in protein content can also be attributed to their slowdown
biosynthesis due to a decrease in nitrate reductase activity (Fresneau et al., 2007).
Similar effects have been showed in several other plant species under Cd stress (Tamas
et al., 1997; John et al., 2008; Aslam et al., 2014) or in Phaseolus vulgaris L. Plant
(Bhardwaj et al., 2009; Younis et al., 2018a).

Proline has always been considered as a biomarker of drought or salt stress. Actually,
several studies associated its accumulation with heavy metal stress (Alia and Pardha,
1991; Choudhary et al., 2007; Vezza et al., 2018; Younis et al., 2018a). Proline
promotes photosynthetic activity, water status, antioxidative enzymes activities (Zouari
et al., 2016) and assures osmotic adjustment at cellular level (Kasai et al., 1998).
According to Alia and Pardha (1991), increase in proline level could be either due to its
fresh synthesis and/or due to decrease in its utilization in stressed plants. Li et al. (2013)
reported that accumulation of proline is due to ornithine pathway involving in OAT
(ornithine d-aminotransferase) stimulation a biosynthesis enzyme of proline; on the
other hand, a decrease in GK (glutamate kinase) and PDH (proline dehydrogenase)
activities involved in catabolism of proline.

Changes in phenolic compounds

Oxidative stress is an important mechanism of cadmium toxicity (Smeets et al.,
2005). Plants use a complex antioxidant defense system to prevent oxidative damage
and keep reactive oxygen species concentrations within a narrow functional range
(Ozgur et al., 2013). The primary components of this system include non-enzymatic
radical scavengers among them carotenoids, flavonoides, and phenolic compounds.
These components keep plant cells away from oxidative damage by scavenging ROS
(Schafer et al., 2002). A better understanding of underlying antioxidant mechanisms
mediated by phenolic compounds is necessary to develop strategies for contaminated
crop soil.

Phaseolus vulgaris L. grown under Cd treatments showed a significant increase of
phenolic compounds and total flavonoids contents in both parts of plant. Under heavy
metal stress, phenolic compounds can act as transition metal ions chelators, ROS
scavengers (Vollmannova et al., 2014; Manquian-Cerda et al., 2016) and can suppress
lipid peroxidation by breaking radical chain reactions during lipid peroxidation (Arora
et al., 2000; Sakihama and Yamasaki, 2002).

Chen et al. (2019) reported that the activity of Shikimate dehydrogenase (SKDH),
cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), and polyphenol oxidase (PPO) increased at the
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meantime when total phenolic compounds increase in Kandelia obovata exposed to
higher concentrations of cadmium (Cd) and zinc (Zn), which indicate that Cd and Zn
play a previously unrecognized but major role in phenolic compounds synthesis,
transport, and metabolism. Kovacik et al. (2006) affirmed that activation of the
phenylalanine ammonia-Liaza (PAL) enzyme is the main cause of increase in the
phenolic metabolits concentration, since it is the main biosynthetic pathway of phenolic
compounds. Increase of total phenolic compounds under Cd pollution has been reported
in several plants, including P. vulgaris (Manquian-Cerda et al., 2016; Mongkhonsin et
al., 2016; Younis et al., 2018b; Chen et al., 2019).

Flavonoids are frequently induced by abiotic stress especially by heavy metals and
promote roles in plant protection (Grace and Logan, 2000; Dai et al., 2006). Biological
and antioxidant activities of flavonols, among others quercetin, have been proven (Tsai
et al., 2002). Posmyk et al. (2009) reported that at 0.5 mM Cu?* stress, anthocyanins
concentration increased and that anthocyanins synthesis was the effective strategy
against ROS generated by Cu?* stress. Flavonoids are known that are inhibitors of
lipoxygenase enzyme, which converts polyunsaturated fatty acids to oxygen-containing
derivatives (Nijveldt et al., 2001).

Posmyk et al. (2009), Mongkhonsin et al. (2016) and Younis et al. (2018b) examined
common bean plant treated with metals such as Cu and Cd, and reported an increase in
flavonoids concentration in both shoots and roots.

In the present study, Cd led to a marked increase of tannins. Tannins have great anti-
oxidant capacities due to their phenol nuclei. According to Bruneton (1999),
hydrolysable tannins are ROS and superoxide anion scavengers and are very good
proton donors to ROS produced during peroxidation, resulting in more stable tannic
radical formation. Tannins are known to remove heavy metals from solutions using
green technology (Sun et al., 2019). Oo (2009) reported that the metal ions could
interact with hydroxyl groups of mangrove tannins through an ion exchange and/or
complexation process.

Anatomical changes

Plant anatomy is known to be sensitive to physical and chemical conditions, like Cd
pollution area. Anatomical changes in response to Cd have been long reported (Barcelo
et al., 1988; Lux et al., 2011; Pereira et al., 2018) on Phaseolus vulgaris, Zea mays L.
and, Solidago chilensis respectively.

Presence of Cd in soil causes a decrease of both number and size of xylem vessels
and a slight enlargement of cortex zone. As mentioned by Maksimovic et al. (2007), the
enlargement of cortical tissues had a functional role by decreasing radial flows of water
and solutes showed in maize with Cd and Ni pollution. Little information is available on
development of central cylinder cells and tissues under Cd stress; this topic requires
more attention, especially considering the importance of xylem translocation in
regulating cadmium movement from roots to aerial tissues (Lux et al., 2011).

Our result were in accord with Aloni (1987), Barcelo et al. (1988) and Vazquez et al.
(1992) who reported that Cd reduces cell division and differentiation in vascular cylinder
of Cd-treated bean plants, which seems essential for both production of cambium and
cambium cells differentiation into vessels and fibers leading to poor development of
vascular bundles. Moreover, the differentiation of cambium to these conducting elements
depends on phytohormones like auxins and cytokinins (Aloni, 1987; Bhalerao et Bennett,
2003). Lower auxin concentrations, result in slower differentiation and therefore fewer
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vessels (Aloni, 1988). It seems that Cd stimulates Auxin degradation (Chaoui et al.,
2005). Cytokinins seem crucial for formation and maintenance of cambial cells (Fukuda,
2004), furthermore Cd may decrease cambium size and fiber differentiation in stems by
inhibiting cytokinin export from roots (Aloni, 1982).

Cd exposure had not any effect on diameters of bean roots, which is in concordance
with Vazquez et al. (1992). However, higher Cd concentrations can result in
rhizodermis disintegration in some location of root, similar abnormal effects have been
also described in tomato (Gratdo et al., 2009).

Conclusion

The present study showed clearly that Cd had negative impact on seed germination,
plant growth and caused several physiological and biochemical modifications in
Phaseolus vulgaris L. Furthermore, it resulted in noticeable effects on phenolic
compounds contents as antioxidant response to Cd. It is supposed that the revealed
anatomical changes in xylem under Cd impact hamper fluid movement from root to
shoot and are one of the reasons of nutrients decrease and pollutants translocation from
roots to shoots. It might be a tolerance to abiotic stress limiting Cd impact on plant.

For future studies, evaluation of Cd effect on phenolic compounds profile and non-
enzymatic antioxidants seems to be important.
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Abstract

Among pollutants generated by human activities, heavy metals; of particular concern for environment
and public health include Chromium, Lead, and Cadmium. Cadmium (Cd) is one of the most
important elements due to its high mobility and its toxicity to plants. Our study aims to evaluate effect
of cadmium on biometric, biochemical and physiological aspects, anatomical changes and phenolic
compounds content of two plants Phaseolus vulgaris L. and Vicia faba L. seedlings are exposed to
increasing concentrations of Cd: 0.25; 0.5 and 1 g.I"* for 21 days. Results obtained show that cadmium
considerably decreases seed germination percentage, embryonic radical elongation, dry weight of
plants, stem / root length and leaves and lateral roots number. At the same time, a decrease in
chlorophyll and protein content is observed with all treatments for two plants; however, sugar and
proline content increased significantly with 1 g.I™" of Cd. Total polyphenols content increased by
approximately 43% and 32% in aerial and underground part respectively in Phaseolus vulgaris , and
43% and 39% in Vicia faba. Flavonoids, flavonols, hydrolyzable tannins and condensed tannins
showed a significant increase with the highest concentration of cadmium. Cadmium has also altered
roots and stems anatomy of plants; a decrease in number and size of xylem vessels and a delay in
xylem differentiation were observed.

Key words: cadmium, Phaseolus vulgaris L., Vicia faba L., growth, histological changes, phenolic

compounds



	I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
	I.1. Généralités sur les éléments traces métalliques
	I.2. Le Cadmium
	I.2.1. Origines du cadmium dans le sol
	1.2.1.1. Origine naturelle
	1.2.1.2. Origines anthropiques
	1.2.1.2.1. Rejets d’origine industrielle
	1.2.1.2.2. Les pratiques agricoles
	1.2.1.3. Toxicité du cadmium chez les mammifères et santé humaine

	I.3. Cadmium et plantes
	I.3.1. Phytodisponibilité du cadmium
	I.3.1.1. Notion de phytodisponibilité
	I.3.1.2. Distribution du cadmium au niveau du sol
	I.3.1.3. Facteurs influençant la phytodisponibilité du cadmium
	I.3.1.3.1 Influence du pH
	I.3.1.3.2. Influence de la matière organique et de la capacité d'échange cationique
	I.3.1.3.3. Salinité
	I.3.1.3.4. Température du sol et humidité

	I.3.2. Phytotoxicité du cadmium
	I.3.2.1. Effet du cadmium sur la croissance
	I.3.2.2. Effet du cadmium sur la photosynthèse
	I.3.2.3. Effets sur les processus métaboliques
	I.3.2.4. Effet sur la nodulation
	I.3.2.5. Induction d'un stress oxydatif
	I.3.2.5.1. Le système antioxydant
	I.3.2.5.2. Induction de synthèse des composés phénoliques
	I.3.2.6. Induction d'une génotoxicité par le cadmium
	I.3.2.7. Effets du cadmium sur l’absorption et l’assimilation d'éléments minéraux
	I.3.2.8. Effet du cadmium sur l’absorption et le transport de l’eau
	I.3.2.9. Changements anatomiques majeurs induits par le cadmium et anomalies chez les plantes

	I.3.3. Stratégies des plantes vis-à-vis le cadmium
	I.3.3.1. La chélation et la séquestration du cadmium
	I.3.3.1.1. Les phytochélatines
	I.3.3.1.3. Autres chélateurs
	I.3.3.1.4. Séquestration dans la vacuole via les transporteurs tonoplastiques
	I.3.3.2. Autres mécanises

	I.3.4. Absorption, translocation et accumulation du cadmium
	I.3.4.1. Absorption du cadmium
	I.3.4.2. Translocation
	I.3.4.3. Accumulation

	I.4. Généralité sur les espèces étudiées
	I.4.1. La Fève (Vicia faba.L)
	I.4.1.1. Classification phylogénique APG III
	I.4.1.2. Origine et répartition géographique
	I.4.1.3. Description
	I.4.1.4. Cycle végétatif
	I.4.1.5. Exigences climatiques et édaphiques
	I.4.1.6. Importance de la culture de la Fève
	I.4.1.7 Production de la fève en Algérie

	I.4.2. Le haricot (Phaseolus vulgaris.L)
	I.4.2.1. Origine et répartition géographique
	I.4.2.2. Classification
	I.4.2.3. Description
	I.4.2. 4. Cycle végétatif
	I.4.2. 5. Exigences climatiques et édaphiques
	I.4.2. 6. Importance de la culture du haricot
	I.4.2. 7. Production du haricot en Algérie


	II. APPROCHE METHODOLOGIQUE
	II.1. Choix du matériel végétal
	II.2. Condition de culture et échantillonnage
	II.3. Essai de germination et d’élongation des radicules
	II.4. Etude des paramètres morphologiques et statut hydrique
	II.4.1. Détermination de l’indice de tolérance
	II.4.2. Détermination de la teneur relative en eau (TRE)

	II.5. Etude des paramètres biochimiques et physiologiques
	II.5.1. Détermination des pigments photosynthétiques
	II.5.2. Détermination des sucres solubles totaux
	II.5.2. 1. Principe
	II.5.2. 2. Extraction
	II.5.2. 3. Dosage

	II.5.3. Détermination de la teneur totale en protéines
	II.5.3. 1. Principe
	II.5.3. 2. Extraction
	II.5.3. 3. Dosage

	II.5.4. Détermination du contenu en proline
	II.5.4.1.  Principe
	II.5.4.2. Extraction
	II.5.4.3. Dosage

	II.6. Détermination des teneurs en composés phénoliques
	II.6.1. Traitement et conservation des échantillons
	II.6.2. Préparation des extraits bruts (composés phénoliques)
	II.6.3. Dosage des composés phénoliques
	II.6.3.1. Polyphénols totaux
	II.6.3.1. 1. Principe
	II.6.3.1. 2. Dosage

	II.6.3.2. Flavonoïdes
	II.6.3.2. 1. Principe
	II.6.3.2. 2. Dosage

	II.6.3.3. Flavonols
	II.6.3.4. Tanins condensés
	II.6.3.4.1. Principe
	II.6.3.4. 2. Dosage

	II.6.3.5. Tanins hydrolysables
	II.6.3.5. 1. Principe


	II.7. Etude anatomique
	II.8. analyses statistiques

	III. RESULTATS ET DISCUSSION
	III.1. Effet du Cd sur la germination et l’élongation de la radicule de Phaseolus  vulgaris L.  et Vicia faba L.
	III.2. Effet du Cd sur la croissance des plantules de Phaseolus vulgaris L. et Vicia faba L.
	III.2.1. Effet sur la hauteur de la tige et la longueur de la racine primaire
	III.2.2.Effet sur le nombre de feuilles et de racines secondaires
	III.2.3. Effet sur le poids de la matière végétale sèche
	III.2.4. L’indice de tolérance
	III.2.5. Effet sur la teneur relative en eau (TRE)


	III.3. Effet du Cd sur les paramètres biochimiques et physiologiques des plantules
	III.3.1. Effet sur les pigments photosynthétiques
	III.3.1.1.  Teneur en chlorophylles totales
	III.3.1.2.  Teneur en caroténoïdes

	III.3.2. Effet sur la teneur en sucres solubles des feuilles
	III.3.3. Effet sur la teneur en protéine
	III .3. 4. Effet sur la teneur en proline libre
	III.4. Effet du Cd sur la teneur en composés phénoliques
	III.4.1.  Effet du Cd sur la teneur en polyphénols totaux
	III.4.2. Effet du Cd sur la teneur en flavonoïdes
	III.4.3. Effet du Cd sur la teneur en flavonols
	III.4.4.  Effet du Cd sur la teneur en tanins hydrolysables
	III.4.5. Effet du Cd sur la teneur en tanins condensés

	III.5. Effet du Cd sur l’anatomie des plantules de Phaseolus vulgaris L. et Vicia faba L.
	III.5.1.Anatomie des tiges
	III.5.2. Anatomie des racines


