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Abstract

Human activities have significantly increased the release of various toxic molecules for plants in the environment.
Among the molecules introduced, heavy metals occupy a significant place. Following exposure to metals, the
growth of the plant is severely reduced and symptoms of impairment may occur. Phytotoxicity can be expressed
in roots and aerial parts and is characterized by molecular, and metabolic at different levels of organization of the
whole plant. The study was realised on two varieties of bean Viciafaba Sidi Aich and Super Aguadulce. The
devicewasinstalled on artificiallycontaminatedremnantsubstrate by the addition of three doses of lead, 0, 500 and
1000 ppm as lead nitrates [Pb (NO3) 2]. Our objective is to follow the behavior of the plant against this stress by
evaluating the physiological parameters of the plant under the effect of lead contamination. The results reveal a
decrease in productivity parameters, (photosynthetic pigments, total proteins), with an increase in osmoregulators
(proline and soluble sugars). These results show that bean production is strongly modified by the disruption of its
internal physiology following exposure to lead.

Keywords: Phytotoxicity — lead — stress — variety — fababean - physiological parameters.

Résumé

Les activités humaines ont considérablement accru la libération de diverses molécules toxiques pour les végétaux
dans I’environnement. Parmi les molécules introduites, les métaux lourds occupent une place non négligeable.
Suite & I'exposition aux métaux la croissance de la plante est sévérement réduite et des symptomes de déficience
peuvent se manifester. La phytotoxicité peut s’exprimer au niveau racinaire et au niveau des parties aériennes et
se caractérise par des réponses moléculaire, métaboliques et a différents niveaux d’organisation de la plante entiére.
L’étude a été menée sur deux variétés de féve Vicia fabaSidi Aich et Super Aguadulce. Le dispositif a été installé
sur substrat remanié contaminé artificiellement par 1’addition de trois doses de plomb 0, 500 et 1000 ppm sous
forme de nitrates de plomb [Pb(NOs3).]. Notre objectif de travail est de suivre le comportement de la plante vis-a-
vis ce stress en évaluant les parametres physiologiques de la plante sous I’effet de la contamination par le plomb.
Les résultats révelent une diminution des paramétres de la productivité, pigments photosynthétiques, protéines
totales, avec une augmentation des osmorégulateurs (proline et sucres solubles). Ces résultats montrent que la
production de la feve est fortement modifiée par la perturbation de sa physiologie interne suite a I'exposition au
plomb.

Mots clé : Phytotoxicité — plomb — stress — variété - feve - parametres physiologiques.
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1. INTRODUCTION

Un des problémes majeurs de 1’environnement est la contamination de 1’atmospheére, des eaux
et des sols par le plomb (Pb). Ce métal ne peut étre biodégradé et donc persiste dans
I’environnement pendant de longues périodes.

Consideré comme physiologiquement non utile (Tremel-Shaud et Feix, 2005), le Pb est
potentiellement toxique pour les organismes vivants, et il peut induire une dégradation de
I’activité biologiques (Dumat et al., 2006) et de la qualité des eaux et des plantes, méme a de
faibles concentrations. Il conduit a I’inhibition de la germination, 1’élongation racinaire, la
diminution de la production de biomasse et de 1’activité photosynthétique, induisant un retard
de croissance, une chute de production et a des dommages sur le plan morphologique externe
(Sharma et Dubey, 2005 ; Brunet et al., 2009 ; Piotrowska et al., 2009 ; Sing et al., 2010).

Les différents essais menés pour la réalisation du présent travail, consistent en 1’estimation des
effets procurés par le plomb sur le comportement physiologique de deux variétés de la féeve a
différents stades de développement.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Préparation du substrat

Le substrat est un sol remanié soigneusement préparé a base de mélange constitué de sable, de
sol et de terreau a proportion de (8-3-1). Le sol est prélevé de la ferme de 1’université de Tiaret
sur une parcelle en jachére depuis plusieurs années. 1l a été prélevé a une profondeur de 30 cm
afin d’éviter toute contamination possible en plomb d’origine atmosphérique, le sol séché a I’air
libre est tamisé. Nous avons ajouté du sable lavé a plusieurs reprises (plus de trois fois) a I’eau,
séché a I’air libre et tamisé par un tamis de 2 mm, et du terreau pour apporter au substrat
suffisamment de forme. Le substrat est mis dans des cylindres en PVC de diamétre de 110 mm
et de 900 mm de hauteur. Chaque cylindre est bouché en son extrémité par un tissu filtre de 1
mm pour le diametre des pores et attaché par un ruban adhésif. Un échantillon du sol est analyse
pour déterminer ces propriétés physico-chimiques (Tableau 1). Ces analyses ont été réalisées
au laboratoire régional de I’institut national des sols et de I’irrigation et de drainage (I.N.S.I.D)
de la station Ksar Chellala de Tiaret.

Tableau 1. Propriété physico-chimique du substrat utilisé.

Granulométrie (Pipette De Robinson)

- @<2um 05.26
- 2um << 20pm 07.89
- 20pm << 50pm 44.18
- 50um <@< 200um 17.52
- 200pum <@< 2mm 25.15
pH (AFNOR X31-103 Sol/Eau : 2/5) 07.67
Conductivité Electrique (Ms/Cm) (Iso : 11265 Sol/Eau : 1/10) 00.416
Matiere Organique (%) (Méthode De Walkley) 00.13
Azote Total (%) (Kjeldahllso : 11261) 00.18
Phosphore Assimilable (ppm) Joret Hébert AFNOR : X31-161N.D
Calcaire Total (%) Calcimetre De Bernard Iso : 10693 04.41
Calcaire Actif (%) 00.75
CEC En Meq/100g De Sol 10
U.S.D.A Texture : Silt Loam (limon fin)
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2.2. Matériel végétal

Les graines de Vicia faba L. des deux variétés Sidi Aich (V1) et Super Aguadulce (V2) sont
soigneusement fournies par 1’institut technique des grandes cultures (I.T.G.C) de Sidi-Bel-
Abbes. Ces graines sont rincées a 1’eau puis plongées pendant quinze minutes dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 6 % pour éliminer toute contamination fongique possible. Apres
plusieurs ringages a I’eau pour éliminer les restes d’hypochlorites de sodium, les graines ont
¢té mises a germer dans des boites en plastiques, sur papier absorbant compacté, imbibé d’eau
et surélevé par des plaques de polystyrene de 1,5 cm. Les boites de germinations sont ensuite
placées dans une armoire, a I’obscurité, a température ambiante et avec un taux d’humidité tres
élevé pondant trois & quatre jours.

2.3. Conduite de la culture

Les jeunes plants, apres germination de quatre jours, ont été plantées sur un dispositif composé
de trois niveaux avec dix répétitions pour chaque niveau (pour les deux variétés le dispositif est
placé sous serre semi controlée). L’irrigation est effectuée cycliquement afin de maintenir le
sol a la capacité au champ. Pour cela, la fréquence d’irrigation a été de trois jours pour la période
humide et quotidiennement pour les périodes chaudes. La solution nutritive est apportée une
fois toutes les trois irrigations. Les plantes sont conservées sous serre jusqu’a la fin de
I'expérimentation pour une durée de 60 jours (figure 1).

Figure 1. Dispositif expérimental (a droite la variété Sidi Aich et a gauche la variété Super
Aguadulce).

2.4. Apport du plomb

Une seule application a été réalisée a t=25 jours apres le repiquage des graines. Cette application
comporte deux doses (niveau de traitement) 500 ppm (D.2), et 1000 ppm (D.3) avec une dose
témoin (D.1). Le plomb est apporté sous forme de nitrates de plomb Pb(NO3)2. Un mois apres,
nous déterrons les plants de chaque niveau de traitement pour faire I’objet d une série d’analyse.

2.5. Les parametres mesureés

2.5.1. Dosage des pigments chlorophylliens
Les concentrations des chlorophylles et les caroténoides sont déterminées par spectrométrie
selon la procédure citée par Lichtenthaler (1987).

Les équations suivantes sont utilisées pour calculer les concentrations des chlorophylles et les
caroténoides dans les feuilles (en mg/g) (Wang et al., 2010) :

- Chlra=12,25 x A663 — 2,79 x A645
- Chlr.b=21,50 x A645 - 5,10 x A663
- Chlr.a+b =7,50 x A663 + 18,71 x A645
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2.5.2. Dosage des sucres solubles

Les sucres simples (glucose, fructose et saccharose) sont extraits par un solvant capable de les
solubiliser et de bloquer les activités enzymatiques susceptibles de les dégrader. Ils sont dosés
par la méthode de Shields et Burnett (1960).

2.5.3. Taux de protéines totales des graines (PRT)
La détermination de protéines totales est réalisée apres détermination de l'azote total par la
méthode de Kjeldhal (1883), selon la formule suivante :

Protéines totales (%) = N % x 6,25.

2.5.4. Dosage de la proline
La méthode suivie est celle de Troll et Lindsley (1955), simplifiée et mise au point par Dreir et
Goring (1974).

2.6. Analyses statistiques
Les résultats sont présentés en moyennes + écart type et ils sont réalisés par stat box version
6.40 afin de ressortir I’analyse de variance a deux facteurs en randomisation. L'effet étant
significatif lorsque p<0.05.

3. RESULTAS

3.1. Teneur en pigments photosynthétiques

Pour les valeurs du taux de la chlorophylle A [Tableau 3] on signale une diminution en fonction
de la dose du plomb pour la variété V2 a partir de D.3, avec 6.86 (mg/g) pour le témoin, 6.81
(mg/g) pour D.2 et 3.97 (mg/g) pour D.3. De méme pour V1, la diminution des valeurs de la
chlorophylle A n’est enregistrée qu’a partir de D.3 (7.65 mg/g) et une légeére augmentation
10.30 (mg/g) pour D.2 contre 9.72 (mg/g) pour le témoin. De plus, on remarque que les valeurs
enregistrées pour V1 sont plus importantes que celles enregistrées pour V2. L’analyse de
variance (Tableau 2) montre un effet trés hautement significatif du facteur variété sur le taux
de la chlorophylle A (p < 0.001) de méme pour le facteur dose de plomb.

Tableau 2. Analyse de la variance des parametres physiologiques

Variables Dose dePb (F1)  Variéeté (F2)  Interaction(F1xF2)
Chloro a 0* 0.001* 0.837ns
Chloro b 0.403ns 0.754ns 0.917ns
Chloroa+b 0* 0* 0.463ns
Protéines totales 0* 0* 0*
Proline 0.031* 0.016* 0.628ns
Sucres Solubles 0.631ns 0.014* 0.472ns

NSs : non significatif ; * : significatif.

Pour les taux de la chlorophylle B (Tableau 3), nous constatons une diminution progressive
pour V2 en fonction de la dose du plomb, 1.53 (mg/g) pour D.1, 1.13 (mg/g) pour D.2 et 0.83
(mg/g) D.3. Pour V1, nous avons enregistré une légére augmentation de la chlorophylle B pour
D.2 1.98 (mg/g) contre 1.75 (mg/g) pour le témoin et 1.36 (mg/g) pour D.3. La variété V1
enregistre des valeurs supérieures a celles de V2. L’analyse de variance montre que I’effet est
non significatif pour le facteur variétal, le facteur dose de plomb appliquée et de méme pour
I’interaction entre facteur variété et facteur dose de plomb.
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Tableau 3. Taux de la chlorophylle B en fonction de la dose de Pb pour V1 et V2.

Variété Dose de Pb (ppm) Chlr A(mg/g) Chir B (mg/g) Chir A+B(mg/g)

V1 0 9.72 +3.59 1.75+2.68 11.47 +1.93
500 10.30 +1.66 1.98 +2.27 12.28 +1.84
1000 7.65 +1.81 1.36 £3.27 9.01 +2.64

V2 0 6.86 £2.79 1.53 +2.58 8.39+1.28
500 6.81 +0.92 1.13+1.69 7.94 +1.28
1000 3.97+£1.91 0.83 +1.64 4.80 +1.08

Les taux de chlorophylle A+B suit dans une grande partie celle de la chlorophylle A, ces valeurs
(Tableau 3) présentent pour V1 une augmentation pour D.2 de 12.28 (mg/g) contre 11.47 (mg/g)
pour D.1, puis elles retombent a 9.01 (mg/g) pour D.3. Pour V2 les valeurs enregistrent une
diminution en fonction de la dose qui est tres importante pour D.3 de I'ordre 4.80 (mg/g) contre
8.39 (mg/g) pour D.1 et 7.94 (mg/g) pour D.2. On signale également que V2 enregistre des taux
intérieurs a ceux enregistrés pour V1. L’analyse de la variance montre un effet trés hautement
significatif (p < 0.005) du facteur variété ainsi que pour le facteur dose de plomb.

3.2. Taux des sucres solubles

Pour les teneurs des sucres solubles, les résultats montrent une augmentation en fonction de la
dose pour les deux variétés, a savoir 72.86 (ug/g) contre 83.62 (ug/g) pour D.1, 117.81 (ug/q)
contre 99.62 (ug/g) pour D.2 et enfin, 131.71 (ug/g) contre 163.14 (ug/g) pour D.3. Les
variations en fonction de la variété ne sont pas visibles du fait que les valeurs restent
rapprochées (Figure 2). V2 enregistre la plus grande valeur pour la dose D.3 avec 163.14 (ug/g)
de moyenne.

L’analyse de la variance montre un effet significatif du facteur dose de plomb sur la teneur en
sucre avec une probabilité p < 0.05 (Tableau 2).
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Figure 2. L’évolution de la teneur en Figure 3. L’évolution du taux des
sucres solubles fonction de la dose de proteines totales de plomb pour V1;
plomb pour V1; Sidi Aich et V2; Sidi Aich et V2 ; Super Aguadulce
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Figure 4. L’évolution de la teneur en
proline en fonction de la dose de plomb
pour V1; Sidi Aich et V2; Super

3.3. Taux des protéines totales

Les valeurs enregistrées pour le taux des protéines totales inscrivent une diminution pour V1.
Elles passent de 33.06 % pour le témoin & 24.33 % pour D.2, et arrivent pour D.3 & 22.02 %.
Cette diminution affecte également les valeurs enregistrées pour la V2 qui enregistre 36.51 %
de moyenne pour D.1, puis 33.67 % pour D.2 et 24.37 % pour D.3 (Figure 3). Nous remarquons
également que V2 enregistre des valeurs de protéines brutes supérieures a celles enregistrées
pour V1. L’analyse de variance montre que (i) le facteur variété a un effet tres hautement
significatif (p < 0.005), (ii) le facteur dose de plomb avec un effet tres hautement significatif (p
< 0.005) et (iii) un effet trés hautement significatif (p < 0.005) pour I’interaction entre les deux
facteurs (F1xF2).

3.4. Teneur en proline

Les résultats du dosage de la proline montrent une augmentation en fonction de la dose pour
les deux variétés avec 220.49 (D.3), 103.70 (D.2) et 100.12 (pg/g) pour D.1 (pour V1) et, 123.83
(D.3), 62.72 (D.2) et 53.95 (ug/g) pour D.1 (pour V2). (Figure 4). L’analyse de la variance
montre un effet significatif du facteur variété avec un seuil de probabilité p < 0.05. De méme
pour le facteur dose de plomb avec un effet significatif (p < 0.05).

4. DISCUSSIONS

L’exposition des plants au plomb peut conduire a ’inhibition de la photosynthése et a la
réduction du rendement photosynthétique (Xiong et al., 2006; Hu et al., 2007; Liu et al., 2008;
Piotrowska et al., 2009; Sing et al., 2010; Cenkci et al., 2010 et Azooz et al., 2011).

Les résultats obtenus montrent une régression significative en fonction de la dose de plomb
présente dans le milieu. Les travaux de Jiang Wang et al. (2010) montrent que le plomb peut
diminuer le taux de la chlorophylle, mais cette diminution reste faible contrairement a la
diminution observée en présence de Zn et Cu. De méme, les résultats ont montré également une
diminution des taux de pigments. Cette diminution semble étre tres significative pour la
chlorophylle a et la chlorophylle a+b (la diminution de la chlorophylle a+b est le résultat de la
diminution de la chlorophylle a).

La chlorophyllesemble étre plus sensible a 1’action du plomb que la chlorophylle b. Ceci est en
accord avec les résultats obtenus par Xiang et al. (2006) et Pourrut (2008).
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La réduction des taux des pigments, en particulier la chlorophylle a et la chlorophylle a+b, est
en accord avec les travaux réalisés sur la feve (Hedaya, 2008 ; Pourrut, 2008 ; Wang et al.,
2010), ou sur d’autres espéces (Gajicetal., 2009).

La diminution des taux des pigments peut étre le résultat d’une inhibition de la synthése des
chlorophylles par blocage des ions Mg, Mn et Fe (Chatterjee et al., 2004 ; Gopal et Rizvi 2008),
par I’augmentation de I’activité de la chlorophyllase (Liu et al., 2008), ou encore par la
destruction des chloroplastes par les Espéces Réactive d’Oxygene (ERO) induite par la présence
du plomb (Sharma et Dubey, 2005). Les travaux de Murkowski et Skorska (2008) sur Cucumis
sativa et Scenedesmusquadricaudaont montré que la diminution de 1’activité photosynthétique
est la résultante de 1’inhibition du transport des électrons dans le photosystéme deux (PSII).

Les recherches menées concernant 1’effet du plomb sur la photosynthése ont révélé des
changements affectant plusieurs produits de cette derniere, en particulier, les oses (Govindjee,
1976 ; Gaweda, 2007). Les changements des taux des sucres solubles dans les tissus des plantes
qui évoluent dans des environnements pollués par ce métal ne sont pas déterminés avec
certitude (Gaweda, 2007). Certains auteurs (Huang et al., 1974 ; Soheir et al., 2002) ont détecté
une diminution des sucres solubles, d’autres (Azouz et al., 2011), ont signalé au contraire une
augmentation en fonction de I’intensité du stress appliqué.

Les sucres solubles peuvent jouer un rble dans la protection des chlorophylles et des
caroténoides contre 1’agressivité du stress métallique (Azouz et al., 2011). Verma et Dubey
(2001) informent que cette accumulation est due a une adaptation trés possible de la plante pour
ajuster et maintenir un potentiel osmotique favorable. Ces hypothéses expliquent les résultats
obtenus dans cette étude et qui démontrent que 1’application du plomb s’accompagne d’une
nette accumulation des sucres solubles. Cette accumulation reste toutefois conditionnée par la
dose du plomb et la période de son application.

En présence de forte concentration en plomb, le pool protéique peut fortement diminuer (Jana
et Choudhuri, 1982 ; Mohan et Hosetti, 1997 ; Saxena et al., 2003;Mishra et al., 2006; Garcia
et al., 2006 ; Piotrowska et al., 2009). Les résultats de la présente étude ont montré une
diminution du taux des protéines brutes en fonction de la dose de plomb ajoutée (effet tres
hautement significatif). La variété Super Aguadulce enregistre des valeurs de protéines
largement supérieures a celles enregistrées par Sidi Aich, due probablement a un critére variétal.

La diminution du taux des protéines est en accord avec les résultats enregistrés par John et al.
(2008) sur Lemnapolyrrhiza L. et Azooz et al., (2011) sur Hibscusesculentus. Ces derniers ont
attribué cette diminution a une peroxydation lipidique et a la fragmentation des protéines sous
I’action des ROS, suite probablement a une sur activation des protéases responsables de la mise
a solution des protéines (Sharma et Dubey, 2005). La diminution du taux des protéines au
niveau des racines de la féve est rapportée, par Belatgi (2005), a une inhibition de 1’activité de
la nitrogénase.

La proline est parmi les acides aminés les plus présents au niveau des cellules dans les
conditions de stress. Elle joue un réle dans la tolérance des plantes a la contamination par les
métaux lourds, notamment le plomb (John et al., 2008 ; Pourrut, 2008 ; Shahid, 2010 et Azooz
etal., 2011).

Les resultats relevés dans cette étude, montrent une augmentation relative des teneurs de la
proline en fonction de 1’accroissement des doses de plomb appliquées dans le substrat.
L’accumulation de la proline a été enregistrée en présence de fortes doses de plomb (Qureshi
et al., 2007 ; John, et al., 2008 ; Hedaya, 2008) appliquées sur des plantes de la féve, ou sur
d’autres especes (Jiang Wang et al., 2010 ; Azooz et al., 2011).
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Pour maintenir le statut hydrique, la plante secréte massivement les osmolytes en particulier la
proline (Qureshi et al., 2007 ; Azooz et al., 2011). Selon Hedaya (2008), cette derniére semble
jouer un role vital dans I’ajustement osmotique. De plus, cet acide aminé est considéré comme
un stabilisateur de macromolécules, un chélateur de métaux grace aux groupement thiol (-SH)
et un protecteur de la structure subcellulaire (Azooz et al., 2011). L’accumulation de la proline
dans les tissus peutétre due a une protéolyse (Pourrut, 2008 ; Azooz et al., 2011) induite par la
présence d’Espéces Réactives de I’Oxygene (ERO) résultantes de la présence de plomb (Wang
etal., 2011).

5. CONCLUSION

La présente étude a montré des perturbations notables sur le plan physiologique de la féve. Elle
a démontré d’une part, une diminution des paramétres de la biosynthese (activité
photosynthétique et taux des protéines totales) en fonction de I’intensité¢ du plomb appliquée
dans le substrat. D’autre part, elle a démontré une augmentation des osmo-régulateurs (prolines
et sucres solubles) qui sont accumulés, suite, a la présence du plomb dans le milieu.

La présence du plomb dans le milieu a induit a des séveres modifications comportementales sur
le plan physiologique de la feve.
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