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Abstract

The present study evaluated the influence of Cd on the growth and nutrient
distributions in the roots and leaves of the Cd-treated Vicia faba plants, which are highly
consumed in Tunisia. Plants were cultivated in nutrients solutions containing increasing Cd
concentrations during 12, 24 and 48 h. Cd effects on growth were higher in roots than in
leaves. The distribution of some essential nutrients (Zn, Fe and Ca) was affected by the Cd
concentrations and the prolonged period of the metallic treatments.
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1. Introduction

Le cadmium (Cd) est identifi€é comme un polluant extrémement toxique (Godt et al., 2006). Quelle que
soit son origine, le cadmium présent dans le sol ne se décompose ni par voie chimique, ni par voie
biologique. Il est accumulé dans les couches superficielles des sols et peut étre entrainé par les eaux de
ruissellement pour atteindre les nappes phréatiques profondes. Dans le cas d’une accumulation du
cadmium dans les couches superficielles des sols, il peut étre absorbé par les plantes, ce qui représente
un probléme majeur pour la santé humaine (Godt et al., 2006). Les sols faiblement pollués par ce métal
contiennent des concentrations comprises entre 0,04 et 0,32 mM du cadmium. Les sols modérément a
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fortement contaminés atteignent quant a eux des concentrations supérieures a 0,32 mM et pouvant aller
jusqu’a 1 mM (Sanita di Toppi and Gabbrielli, 1999). Dans la plupart des sols, plus de 99 % du
cadmium est associé a la phase solide tandis que seulement moins d'un pour cent se retrouve dans la
solution du sol (McLaughlin et Singh, 1999). Les facteurs pédologiques, tels que le pH ou I'échange de
cation, ainsi que d'autres facteurs comme les précipitations, 1'érosion, la topographie, les activités
humaines, influencent le comportement du cadmium dans le sol. Le degré d'activité du cadmium, sa
biodisponibilité et sa mobilité sont aussi influencés par la présence d'anions et la composition de la
solution du sol. Chez les plantes, les symptomes de toxicité associés au cadmium sont peu différents de
ceux produits par différents types de stress. Parmi les symptomes visibles, le cadmium induit une
inhibition de la croissance des différentes parties des plantes (Chaoui et al., 2004 ; Aina et al., 2007 ;
Finger-Teixeira et al., 2010 ; Jhanji et al., 2012). Ces inhibitions de la croissance s’accompagnent de
changements anatomiques, structuraux et ultrastructuraux importants au niveau des feuilles (Sandalio
et al., 2001) mais également des racines (Cosio et al., 2005; Patel et al., 2005 ; Boulila Zoghlami et al.,
2006). La réduction de I’élongation racinaire peut &tre causée par une inhibition de la division
cellulaire (Souguir et al., 2008).

En présence de cadmium, des perturbations nutritionnelles peuvent avoir lieu suite a une baisse
des teneurs en éléments essentiels pour la plante. Cette baisse peut €tre expliquée par (i) une
perturbation de la perméabilité membranaire suite a une altération de leur composition lipidique
(Ouariti et al., 1997), (ii) une compétition ionique au niveau des sites d’absorption (Van Assche and
Cljjsters, 1990 ; Ouariti et al., 1997) et/ou (iii) une plus forte affinité du polluant vis-a-vis de certains
composés organiques, qui assurent a travers la seéve xylémique et phloémique le transport des
nutriments, ce qui restreint leur recirculation (Stephan and Scholz, 1993; Pich and Scholz, 1996).

Dans cette étude, les modifications de la croissance de Vicia faba, plante trés consommée en
Tunisie, ainsi que les perturbations nutritionnelles ont été suivies pendant une cinétique de 48 heures.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Germination des Graines et Culture Hydroponique

Les graines de Vicia faba (variété: Aguadulce) sont triées et désinfectées par un lavage a 1’eau de Javel
(10 %), puis rincées abondamment a I’eau distillée pour lessiver les produits de conservation ayant
adhéré a la graine.

Pour faciliter et homogénéiser leur germination, les graines sont placées dans de I’eau distillée
pendant une nuit. Elles sont ensuite, mises a germer entre deux couches de coton imbibé
continuellement par de I’eau distillée. La germination se fait a I’obscurité et a une température de 24 +
2 °C.

Apres 4 jours de germination, les plantules sont repiquées en sceaux contenant un milieu
nutritif hydroponique continuellement aéré (Souguir et al., 2008). Les solutions nutritives sont
renouvelées tous les 2 jours et la culture se déroule en salle climatisée sous conditions controlées: 16 h
de lumiere/8 h d’obscurité, a une température 25°C/20°C et a une humidité relative de 65 (+ 5)%.
L’intensité lumineuse au niveau des plantules, assurée par des lampes de mercure, est de 150 pmol m™

1
S .

2.2. Traitement Métallique et Récolte des Plantules

Les plantules de Vicia faba agées de 12 jours sont traitées par le cadmium (50, 100 et 200 uM) ajouté
dans la solution nutritive sous forme de CdCl,. Pour chaque traitement, 3 répliquas sont réalisés. Les
plantules sont récoltées apres 12, 24 et 48 h du traitement.
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2.3. Matieres Fraiche et Seche

Les plantules sont fractionnées en deux parties: racines et feuilles. Les racines sont lavées dans trois
bains successifs d’eau distillée puis séchées entre deux couches de papier filtre.

Les lots destinés a 1’étude de la croissance sont pesés et séchés dans 1’étuve a 70°C pour
déterminer leur matiere seche.

2.4. Préparation des Minéralisats et Dosage des éléments Minéraux

Le dosage des éléments minéraux a été effectué par spectrophotométrie d’absorption atomique (Perkin
Elmer-model 2380.) suite a une minéralisation a froid dans du 1’acide nitrique 65%.

2.5. Analyse Statistique

Les expériences sont répétées trois fois et les résultats sont exprimés sous la forme de moyenne +SD
calculés au seuil de probabilité inférieur ou égal a 95%. La signification de différences entre les
plantules témoins et traitées est déterminée selon le test de Student.

3. Résultats
3.1. Effets de Cd sur les Biomasses Fraiche et Aeche et sur I’hydratation Tissulaire

Le Cd a induit une réduction significative (P < 0,05) de la biomasse fraiche des feuilles de Vicia faba a
la fin du traitement. Cette réduction est d’environ 30% en présence de 50, 100 et 200 uM de Cd dans la
solution nutritive (Figure 1A). Au niveau racinaire (Figure 1B), la diminution de la biomasse fraiche
est plus précoce (24 h). En prolongeant le temps de traitement, elle a atteint 40% de réduction en
présence des plus faibles concentrations du métal (50 et 100 uM) et 53% sous un traitement plus sévere
(200 uM).

Quant a la biomasse seche, les feuilles de feve traitées n’ont pas montré une diminution
significative de leur poids sec qu’a la fin du traitement (Figure 1C), alors que la réduction de la matiere
seche racinaire (Figure 1D) est importante deés 24 h d’exposition a 100 et 200 uM de Cd. Plus tard,
cette réduction est plus prononcée sous 1’effet des trois traitements. Toutefois, les racines semblent €tre
plus affectées que les feuilles. En effet, une réduction d’environ 40% de la biomasse séche a été notée
au niveau racinaire a 48 h de traitement alors que cette réduction n’a atteint qu’environ 20% au niveau
foliaire.

Les résultats concernant I'hydratation tissulaire ont montré (i) une teneur en eau non affectée
par le stress métallique au niveau de la partie aérienne (Figure 1E) et (ii) une réduction notable de cette
teneur apres 48 h de traitement pour les différentes concentrations utilisées au niveau des racines de
feve (environ 20% de réduction par rapport au témoin) (Figure 1F). En plus des modifications
survenues en niveau racinaire citées ci-dessus, une diminution de [’élongation racinaire, un
brunissement et une diminution du développement des racines latérales ont été observés surtout en
présence de la plus forte concentration métallique (Figure 2).
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Figure 1: Effets de différentes concentrations de Cd sur la matiere fraiche (A, B), la matiere seéche (C, D) et la
teneur en eau (E, F) au niveau des feuilles et des racines de Vicia faba traités par 50, 100 et 200 uM
of CdCl, pendant 12, 24 et 48 h. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a
partir de 6 mesures individuelles; * (P < 0, 05) comparé au témoin.
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Figure 2: Effet du Cd sur la morphologie et la croissance de la racine de Vicia faba exposé a 50, 100 et 200
uM du métal pendant 48 h.

3.2. Effets de Cd sur la Nutrition Minérale

Le zinc: Les teneurs en zinc dans les tissus foliaires semblent significativement diminuées chez les
plantules traitées par rapport a celles témoins des 24 h de traitement (Figure 3A). Au niveau de cet
organe, la diminution a atteint 30% par rapport au témoin en présence de 50 uM de Cd dans la solution
nutritive, 40% en présence de 100 uM et n’a été que de 20% pour la plus forte concentration (200 uM).
Cependant, au niveau des racines, la variation de la concentration du métal n’a pas conduit a une
modification de la teneur en cet élément (Figure 3B).

Le fer: Dans des feuilles, le Cd a entrainé une réduction de la teneur en fer. Cette réduction est
d’environ 55% a 48 h d’exposition quelle que soit la dose de Cd dans la solution nutritive (Figure 3C).
Contrairement aux feuilles, les racines (Figure 3D) ont décrit une accumulation importante (P < 0,05)
de cet oligo-élément des 12 h de traitement. Cette augmentation a atteint 30%, 60% et 75% en
présence, respectivement, de 50, 100 et 200 uM de Cd

Le calcium: Le Cd a provoqué une diminution de la teneur en calcium au niveau des feuilles de
Vicia faba. En effet, a la fin du traitement (48 h), une dose de 50 uM du métal a réduit de 34% la
teneur en calcium. Des concentrations plus séveres (100 et 200 uM) ont provoqué une réduction
d’environ 60% de la teneur en calcium (Figure 3E). En ce qui concerne les racines (Figure 3F), une
diminution de 26% de la teneur en cet élément a été observée suite a des traitements par 100 et 200uM
de Cd pendant 48 h.

Figure 2: Teneur en élément minéraux (Zn, Fe et Ca) au niveau des feuilles (A,C et E) et des racines (B, D et
F) des plantules de Vicia faba traités par 50, 100 et 200 uM of CdCl, pendant 12, 24 et 48 h. Les
valeurs moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles; *
(P < 0,05) comparé au témoin.
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Figure 3: Teneur en élément minéraux (Zn, Fe et Ca) au niveau des feuilles (A,C et E) et des racines (B, D et
F) des plantules de Vicia faba traités par 50, 100 et 200 uM of CdCl, pendant 12, 24 et 48 h. Les
valeurs moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles; *
(P < 0,05) comparé au témoin. - continued
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4. Discussion

Dans ce travail, nous avons étudié I'incidence de trois doses de Cd (50, 100 et 200 uM), sur des
plantules de Vicia faba durant une cinétique de 0, 12, 24 et 48 h. L’incidence de ce stress métallique a
porté, en particulier, sur certains parametres de croissance et sur la nutrition minérale. Sous traitement
cadmique, plusieurs manifestations phénotypiques sont observées telles qu’un jaunissement foliaire ou
chlorose (Ouzounidou et al., 1997 ; Ben Youssef et al., 2005 ; Gomes et al., 2013), et des nécroses
(Ben Youssef et al., 2005). Dans notre étude, nous n’avons observé aucun de ces symptOmes
phénotypiques au niveau des feuilles de féeve durant le traitement. Au niveau de la partie souterraine,
un brunissement a caractérisé les racines traitées par les 3 doses du métal. Ces symptomes ont été aussi
observés chez d’autres plantes soumises a un stress cadmique (Mishra et al., 2006 ; Elloumi et al.,
2007, Gomes et al., 2013). Le brunissement des racines et le retard de développement des racines
latérales pourraient étre la conséquence d’une déficience en plusieurs nutriments comme l'ont suggéré
Breckle and Kahle (1992).

La croissance racinaire est fortement affectée chez la feve. La diminution de la croissance
racinaire ainsi que la réduction du nombre et de la longueur des racines latérales sont des caracteres
phénotypiques observés précédemment chez Pisum sativum par Rodriguez-Serrano et al. (2006) suite a
un traitement par 50 uM de Cd pendant 14 jours. Lima et al. (2006) ont également montré une
réduction de I’élongation racinaire chez la méme espece en présence de 30, 60 et 90 uM de Cd. Cette
réduction a atteint 50% chez Hordeum vulgare traité par 1 mM de Cd pendant 24 h (Tamaés et al.,
2008).
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Sous stress métallique, la croissance a été aussi marquée par une diminution de la matiere
fraiche et seche. Cette diminution est plus précoce et plus importante dans les racines que les feuilles.
La vulnérabilité du systeme racinaire semble étre due a une accumulation préférentielle des ions
cadmiques dans les racines et un faible passage vers les feuilles. Les racines limitent au maximum
I’exportation des polluants métalliques vers les organes aériens. L’ importance de la partie souterraine
en tant que site d’accumulation privilégiée du cadmium comparativement aux autres parties de la
plante a été beaucoup documentée (Mishra et al., 2006; Lin et al., 2007; Liu et al., 2007). La baisse de
la croissance racinaire a été accompagnée par une diminution de I'hydratation tissulaire suite a une
réduction de la surface d’absorption d’eau.

L’analyse de la composition minérale des plantules traitées a mis en évidence un désordre
nutritionnel chez la feve qui est variable selon I’organe. Le zinc est un élément essentiel a la croissance
des plantes et joue un rdéle important dans la biosyntheése des enzymes, des auxines et plusieurs
protéines (Vallee et Falchuk, 1993). Le maintien des teneurs importantes en cet élément peuvent
minimiser la toxicité de Cd (Gomes et al., 2013). En effet, le zinc diminue significativement la
production des especes réactives de 1’oxygene (ROS) produite en cas du stress cadmique (Aravind et
al., 2009). Dans notre étude, une diminution des teneurs en zinc a été observée dans les feuilles et une
non-modification de ces teneurs dans les racines. En cas des carences en cet élément essentiel, une
substitution du zinc par le Cd pourrait se produire et d’oli une inhibition de 1’activit¢ Cu-Zn SOD,
enzyme clé du métabolisme antioxydant (Van Assche et Clijters, 1990; Aravind et Prasad, 2003).

Pour le fer, la diminution de sa teneur dans les feuilles de feve et son augmentation dans les
racines ont été¢ déja montrées chez d’autres especes (Sandalio et al., 2001; Elloumi et al., 2007). Cet
élément est un cofacteur de plusieurs enzymes antioxydantes tels que la catalase et 1’ascorbate
peroxidase (Sharma et al., 2004). La diminution des teneurs en fer pourrait avoir comme conséquence
une altération de I’activité de ces enzymes contre les ROS générés par le stress cadmique.

Une réduction de la teneur en calcium au niveau des feuilles et des racines traitées par le Cd a
été observée chez notre plante d’intérét. Des perturbations entre organe de la teneur en cet élément a
été observé chez d’autres plantes (Gomes et al., 2013). Sachant que les ions cadmiques peuvent Etre
transportés a travers les canaux protéiques du calcium au niveau membranaire (Tyler and McBride,
1990), une telle réduction des ions calciques en présence des ions cadmiques pourrait étre expliquée
par une éventuelle compétition entre les deux ions pour les mémes sites d’absorption (Wells and
Brown, 1990 ; Kwan and Smith, 1991 ; Wagner, 1993).

5. Conclusion

Le traitement cadmique a entrainé une diminution de la croissance des plantules de feve. Cette
diminution est plus importante au niveau racinaire que foliaire et elle s’est accompagnée par des
symptomes de toxicité tels que un brunissement racinaire et une diminution du développement des
racines latérales. L’absorption des ions cadmiques par la plante a provoqué des perturbations
nutritionnelles variables selon les organes.
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