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Introduction

I. Introduction

Les activités humaines, agricoles, urbaines et industrielles sans cesse croissantes, sont a
I’origine d’une contamination de notre environnement par les métaux lourds. Les végétaux
comme constituants essentiels des écosystémes et naturellement a la base des chaines
alimentaires, sont considérés comme les premiers a véhiculer ces éléments, au reste des

organismes vivants (Zorrig, 2011 ; Biteur, 2012).

Parmi ces contaminants, le chrome est devenu un des problémes majeurs pour non
seulement I’environnement, mais aussi pour les différents régnes du vivant, notamment
sous sa forme de chrome hexavalent, hautement toxique et nuisible a la santé et qui affecte

sensiblement les rendements agricoles (Gasté et al. 2005 ; Thevenot et al. 2009).

Le groupe des légumineuses est le groupe botanique le plus diversifié, d’un trés grand
intérét agroéconomique a 1’échelle du monde entier ; il n’y échappe pas aux contraintes
venant de 1’environnement ou d’ordre biotique (Doyle & Luckow, 2003). A ce titre,
Phaseolus vulgaris L. trés cultivée, n’est pas a 1’abri de différentes menaces. C’est une
plante qui supporte mal les températures excessives, la sécheresse et la salinité des sols

(Maougal, 2014 ; Djouadi & Hallalib, 2018).

A 1’échelle des ¢léments traces métalliques, certains éléments tel que le cuivre et le zinc,
sont trés importants pour les organismes vivants mais en petites quantités; ils sont
toxiques lorsqu’ils sont absorbés a fortes doses. D’autres éléments, comme le cadmium, le

chrome et le plomb, ne sont pas essentiels et sont considérés toxiques (Mokrani, 2014).

Dans cette perspective, nous avons choisi une espeéce de légumineuse, trés commercialisée
dans nos régions, Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida. Sur cette espéce, que nous avons
fait pousser normalement au laboratoire, nous avons expérimentés aprés 1’apparition des
deux premieres feuilles en conditions cette fois-ci de culture hydroponique, les effets d’ un
des ¢léments traces métallique ; le chrome que nous avons utilis¢é sous forme de

dichromate de potassium (K,Cr,O7).

Les paramétres considérés dans notre étude sont les variations au cours du temps (1, 3, 6 et
24 heures) : (1) de la teneur en eau, (2) de la teneur relative en eau et (3) de la quantité en
proline des feuilles. Le suivi de ces 3 paramétres, pourrait rendre au mieux la relation entre
I’évolution du statut hydrique foliaire et les fonctions de 1’ajustement osmotique par I'un

des solutés compatibles les plus connus, la proline.
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II.1. Métaux lourds

I1.1.1. Définition et origine

Les métaux lourds englobent tous les éléments métalliques ayant une masse volumique
supérieure a 5 g/cm’ (Nies, 1999). Certains, comme le cuivre et le zinc, sont essentiels en
petite quantité a la croissance des organismes vivants, mais deviennent toxiques lorsqu’ils
sont excessivement absorbés. D’autres métaux, tel que le cadmium, le chrome et le plomb,

sont rarement essentiels et sont considérés comme toxiques (Mokrani, 2014).

Les métaux lourds peuvent provenir de deux principales voies : des voies naturelles et des

voies anthropiques (Fig. 1).

effluents d'élevage

fertilisation phosphatée, boues, composts,
pesticides industriels
Sol = systeme accumulateur
- Cu-Zn-Ni-Cr ' ——
Libération Cd-Pb- Hg Faux
o s - . i
érosion hydrique superficielles
et sédiments
Nappes Stock initial =fond géochimique
Roche mére

Figure 1 : Origine des métaux lourds. Les métaux lourds proviennent des voies naturelles
par altérations de la roche mére du sous-sol formant le fond géochimique. Ils proviennent
aussi des voies anthropiques suite aux pratiques agricoles, apports atmosphériques et les
déchets de différentes origines (docplayer.fr/50429575-Etude-du-pouvoir-auto-

epurateur-de-quelques-plantes-la-phytoremediation.html).
I1.1.2. Chrome

Parmi les métaux lourds, figure le chrome objet de notre étude (Fig. 2). Son nom vient du
grec Khroma signifiant couleur. Il est le 21°™ élément le plus abondant de la croite
terrestre et le 6™ métal de transition le plus abondant (Mohan & Pittman, 2006). Il a été
découvert par le chimiste frangais Nicolas Louis Vauquelin en 1797 dans un minerai du
plomb rouge de Sibérie. Il fut utilisé¢ dans les procédés de coloration du textile, le tannage
des cuirs, comme réfractaire dans le revétement des fours et en métallurgie (Chiffoleau,

1994).
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Figure 2 : Tableau périodique et positionnement du chrome. Le chrome est de symbole Cr,
de numéro atomique 24 et se positionne a la 4°™ ligne du tableau périodique, parmi les
¢léments de la famille des métaux de transition (www.superprof.fr/ressources/tableau-

periodique/metal-de-transition.html).
I1.1.2.1. Propriétés du chrome

Le chrome est dur et d’une couleur gris acier — argenté. Sa particularité est de résister a la
corrosion et/ou au ternissement. Il forme uniquement des liaisons de covalence (Aziri,

2018). Ses principales caractéristiques physico-chimiques sont indiquées dans le tableau

suivant (Tab. 1).

Propriétés physico-chimiques du chrome

Symbole Cr
Numéro atomique 24
Masse atomique 51,996 g.mol1

Masse volumique

7,19 g.cm3a 20 °C

Point de fusion 1875 °C
Point d’ébullition 2672 °C
Rayon atomique 0,127 nm

Isotopes stables

50,52,53 et 54

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques du chrome (Chiffoleau, 1994).
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Le chrome existe sous plusieurs valences allant du Cr (0) au Cr (VI). Le passage d’une
valence a une autre est conditionné par le potentiel redox et le pH du milieu. Deux formes

se distinguent :

* Le chrome VI : On le retrouve sous la forme de monoxyde de chrome (CrO4>),
dichromate (Cr,O;”) et acide chromique (CrOs). Considéré comme la forme la plus
toxique en raison de son potentiel d’oxydation élevé, de sa forte solubilité et de son
importante mobilit¢é a travers les membranes des organismes vivants et dans
I’environnement (Shadreck, 2013).

* Le chrome III : Forme plus stable, présente en solution sous forme hydroxyde :
Cr(OH)*", Cr(OH)," et Cr(OH). Il peut former des complexes avec la matiére organique,

car possédant de nombreux groupements fonctionnels (Benazzouze, 2016).
I1.1.2.2. Toxicité du chrome

Le Cr III est un nutriment essentiel pour I’homme et, une carence peut provoquer des
problémes au cceur, des perturbations du métabolisme et du diabéte. Mais ’absorption
excessive du Cr III peut aussi provoquer des problémes de santé, par exemple des
éruptions cutanées. Par contre, le Cr VI est dangereux pour la santé humaine, il peut
provoquer des éruptions cutanées, des ulceres, des problémes respiratoires, des dommages

au foie et aux reins, ainsi que des cancers (Shanker et al. 2005).

Pour ce qui est des plantes, certains auteurs s’accordent a dire qu’il n’y a pas d’absorption
du chrome par les végétaux ou seulement une absorption racinaire sans passage vers les
autres parties de la plante (Losi et al. 1994 In Desjardin, 2002). Cependant, une étude
montre que la jacinthe d’eau en culture dans un milieu riche en Cr VI est capable de
réduire au niveau de ses racines ce Cr VI en Cr III. Ce dernier est alors stocké au niveau
des racines mais également dans d’autres parties comme les feuilles sous une forme libre

ou complex¢ avec des oxalates (Lytle ef al. 1998 In Desjardin, 2002).

Les effets toxiques du chrome sur la croissance et le développement des plantes incluent,
des altérations dans le processus de germination ainsi que dans la croissance des racines,
des tiges et des feuilles. Ces effets sont susceptibles d’affecter la production totale de
maticre seche et le rendement final. Ses effets sont aussi néfastes sur les processus
physiologiques des plantes comme la photosynthése, les relations hydriques et la nutrition

minérale (Shanker et al. 2005).



Analyse Bibliographique

I1.2. Généralités sur le haricot (Phaseolus vulgaris L.)
I1.2.1. Origine et répartition géographique

La distribution géographique du haricot dans le monde est trés diversifiée tant de point de
vue climatique que de point de vue pédologique. Le haricot commun ou Phaseolus
vulgaris L. est originaire d’Amérique centrale (Mexique et Guatemala) et d’ Amérique du
sud (Pérou). Transporté vers d’autres continents depuis le 16" siécle, I’espéce est bien
¢tablie dans de nombreux pays africains ou elle a été ramenée par les Portugais, et c’est au
niveau de la région des grands lacs d’Afrique centrale que sa culture est la plus intensive

(Bouzid, 2017).
I1.2.2. Position systématique

Phaseolus vulgaris L. est de la famille des Fabaceae. Sa classification phylogénétique

selon I’APG (2003) est la suivante (Tab. 2) :

Classification phylogénétique du haricot

Sous-Embranchement Angiosperme

Clade Eudicots

Clade Rosidées

Clade Fabidées

Clade Fabales

Clade Fabaceae

Genre Phaseolus

Espéce Phaseolus vulgaris L.

Tableau 2 : Classification phylogénétique du haricot selon I’APG, 2003.
I1.2.3. Description botanique

Phaseolus vulgaris L. est une espece herbacée, annuelle, qui peut prendre plusieurs types
de port selon les variétés. Il présente une racine principale non dominante qui est trés
rapidement complétée de racines latérales (Fig. 3a). Ces racines peuvent atteindre un meétre
de profondeur et sont le siege du phénomene de nodulation par des bactéries du genre

Rhizobium.
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Les tiges grimpantes (haricots dits a rames) sont peu ramifiées et s’enroulent autour de leur
support pouvant atteindre 2 2 3 m de haut (Fig. 3b). Les types nains sont plus ramifiés,

prenant un port buissonnant ou dressé, de 40 a 60 cm de haut.

Figure 3 : Aspect général de Phaseolus vulgaris L. avec ses racines (a) et son port chez

une variété dite a rames (b) (www.alamyimages.fr).

Les feuilles adultes sont pétiolées, alternes et composées trifoliées, de couleur verte ou
pourpre. Les folioles ont une forme ovale-acuminée et sont longs de 6 a 15 cm. Les
pétioles, renflés a la base sont munis de stipules. Les deux feuilles primordiales qui

apparaissent immédiatement au-dessus des cotylédons sont enticres et opposées (Fig. 4a).

Les fleurs sont groupées en grappes déterminées (racemes) de 4 a 10 fleurs, naissant a
’aisselle des feuilles. Ce sont des fleurs hermaphrodites, zygomorphes, au calice formé de
5 sépales soudés et une corolle formée de 5 pétales inégaux et tres différenciés (étendard, 2
ailes et caréne) (Fig. 4b). Les étamines au nombre de dix sont dites diadelphes, organisées
en 2 groupes, 9 d’entre elles sont soudées par le filet, la dixiéme étant libre. L’ovaire,

supere, est formé d’un seul carpelle a placentation pariétale.

(@) (b)

Figure 4 : Feuilles (a) et fleurs (b) de Phaseolus vulgaris L. (www.wikipedia.org).
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Les fruits sont des gousses déhiscentes, appelées aussi cosses, de forme et de longueur
variable (Fig. S5a). Chaque gousse renferme 4 a 8 graines de taille, forme et couleur
variable. La forme la plus commune est dite réniforme, typique des haricots. Les graines
sont plus ou moins grosses et leur couleur va du blanc au noir en passant par le rouge et les

couleurs panachées (Fig. 5b).

Figure 5 : Apergu sur les gousses (a) et différentes types de graines de Phaseolus vulgaris

L. (b) (www.vectorstock.com) et (www.en.wikipedia.org/wiki/Phaseolus_vulgaris).

I1.2.4. Exigences de ’espéce

Phaseolus vulgaris L. est une plante thermophile, exigeante en terme de température et de
lumiére. Sur le plan pédologique, I’espéce nécessite des sols perméables, a texture argilo-
siliceux, fertiles et profonds, riche en humus avec un pH entre 5,3 et 6. Les besoins en eau
de cette plante sont variables. Le manque d’eau en période de floraison ou au moment de la

formation des gousses est préjudiciable a la récolte (Bennabi, 2017).
I1.2.5. Importance de la culture

Les haricots apportent des protéines, des glucides et des fibres alimentaires, ainsi que des
sels minéraux. Ils constituent des aliments de base pour certaines populations de pays en
développement, notamment en Amérique latine et en Afrique orientale. C’est I’'un des
légumes les plus consommés au monde. En volume de production, il arrive au 10°™ rang
aprés la pomme de terre, le manioc, la tomate, le chou, I’oignon, 1’igname, le concombre,
la banane et I’aubergine. C’est aussi la 17 des légumineuses consommées en légumes secs

(hors soja) devant le pois, le pois chiche, le niébé et la féve (Missihoun ef al. 2017).
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I1.3. L’eau

L’eau recouvre 72% de la surface de la terre. C’est un élément primordial a la survie de
tous les étres vivants. Elle a des propriétés physiques originales qui résultent de la
composition de sa molécule (Fig. 6a) et de la fagon dont ces molécules se lient entre elles.

On peut la trouver sous trois formes : liquide, solide ou gazeuse (Fig. 6b).

(@) (b)
H A

Pression

Décongélation

Liquide

Congélation

H Glace

Eau surfondue

Condensation Evaporation

“““““““““““““““ ¥Point  Vapeur
! Triple

O

Désublimation

0.9584 A

Sublimation ! 3
unlimation ‘D Tempera{ul’e

Figure 6 : Molécule d’eau (a) et ses différents états : vapeur, liquide et solide (b). La
molécule d’eau est constituée d’un atome d’oxygene relié a deux atomes d’hydrogéne (a).
Ces atomes sont liés entre eux par des forces électrostatiques importantes. L’eau sous
I’action conjuguée de la chaleur et de la pression atmosphérique, change d’état. On la
trouve naturellement dans 1’état de wvapeur, 1’état liquide ou [1’état solide (b)

(www.abavala.com/wp-content/uploads/).

I1.3.1. L’eau dans la plante

Dans la plante, I’eau se trouve généralement a I’état liquide, mais aussi sous forme de
vapeur dans les chambres sous-stomatiques des feuilles. La teneur en eau des plantes varie

selon les espéces, les organes et les milieux de vie (Labeche, 2004 In Toundou, 2016).
I1.3.2. Mouvement de I’eau dans la plante
I1.3.2.1. L’eau dans le sol

Le sol est formé de particules solides, ce sont des débris de la roche mére. Leur diamétre
moyen définit la texture d’un sol ou sa composition granulométrique. La texture et la
porosité jouent un rdle dans la compacité d’un sol et déterminent la circulation de I’air et
de I’eau dans I’environnement des racines. L.’eau étant liée aux constituants du sol par des

forces osmotiques, d’imbibition (ou absorption) et capillaires (Chaumeil, 2006).
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I1.3.2.2. Absorption de I’eau par les racines

L’entrée d’eau dans la plante s’effectue par les poils absorbants des racines. La surface
d’absorbance de D’appareil radiculaire est multipliée d’un trés grand nombre de poils
absorbants. Un pied de seigle de 4 mois par exemple possede environ 2500 poils
absorbants par cm’, ce qui représente une surface de 400 m”. L’absorption de 1’eau est
considérée comme un processus passif, due a la différence entre le potentiel hydrique du

poil absorbant avec celui du sol (Chaumeil, 2006).
I1.3.2.3. Mesure de I’absorption de I’eau par les racines

On admet que la quantité d’eau absorbée dans le sol par les plantes est égale a la quantité
d’eau perdue par transpiration. Les mesures de quantités d’eau puisées du sol se font donc
par simple pesée et du suivi de la diminution de la masse mesurée de la quantité d’eau
transpirée. Ainsi, un végétal absorbe en moyenne et par jour son propre poids en eau. Un
arbre d’une forét tempérée absorbe 500 L d’eau par jour, soit 30 tonnes/hectare/forét. Ces
quantités importantes sont couvertes par les précipitations atmosphériques (Chaumeil,

20006).
I1.3.2.4. Facteurs contrélant I’absorption de I’eau par les racines

Les facteurs climatiques agissent indirectement sur 1’absorption de I’eau en modifiant les
quantités perdues par transpiration. Ainsi, 1’absorption d’eau est faible quand Ia
température du sol diminue en dessous de certaines valeurs: 5 a 10°C en régions
tempérées, 15 a 20°C en pays tropicaux. Les facteurs pédologiques jouent aussi un role
important. En effet, la quantité d’eau absorbée par la plante est d’autant plus grande que les
forces de rétention d’eau dans le sol sont faibles. En dessous d’une certaine teneur en eau
du sol, on atteint le stade de flétrissement irréversible de la végétation. L’oxygénation du
sol est également importante : un sol trop lourd ou humide favorise I’asphyxie des racines.
Les hormones végétales notamment les auxines, ont un pouvoir de faciliter I’entrée d’eau

dans les plantes en modifiant I’¢lasticité des parois cellulaires (Chaumeil, 2006).
I1.3.3. Transit de ’eau dans la plante
I1.3.3.1. Au niveau des racines

Lorsque I’eau pénétre dans la racine, plusieurs voies peuvent étre suivies depuis I’épiderme

vers I’endoderme (Tournier, 2015) :
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* Voie apoplastique : 1’eau passe par les parois sans passer par les membranes.
L’apoplasme est I’ensemble des parois des lacunes et des méats.

* Voie cellulaire : I’eau pénétre dans la cellule par un co6té et sort par 1’autre,
traversant au moins deux membranes.

* Voie symplastique : I’eau passe par le symplasme, c’est-a-dire 1’ensemble des

cytoplasmes connectés par les plasmodesmes (Fig. 7).

Cadre de Caspari
(imperméables a I'eau)

Ca?* et Mg?*

/Y

o s Voie de

/
/ I'apoplaste

= Vaisseaux
du xyleme
Voie du Poil
symplaste "
ymplast absorbant |

Z 7

Tous les autres ions Epiderme Ecorce Endoderme  Stéle

Figure 7 : Absorption et voies de circulation de 1’eau au niveau des racines. Les cellules
racinaires absorbent 1’eau et les ions minéraux par différence de pression osmotique. La
poussée radiculaire ou poussée racinaire assure la propulsion de la séve brute dans le

xyléme (vps170379.ovh.net/claroline-connect/web/icap _website/49/411).

11.3.3.2. Au niveau du xyléme

Le xyléme véhicule la séve brute, c’est la solution minérale issue du cortex et collecté par
les vaisseaux. Elle contient de 0,1 a 2 g/L de sels minéraux et quelques composés
organiques. Lors de sa progression, elle s’appauvrit en sels minéraux et s’enrichit en
composés organiques surtout au printemps du fait de la métabolisation des réserves. La
vitesse de la progression est de 1 a 6 m/h et peut atteindre 100 m/h lorsque la transpiration

est maximale. Cette vitesse est nulle en hiver (Tournier, 2015).
11.3.4. L’émission d’eau dans I’atmosphére par évapotranspiration

Les feuilles a travers les stomates perdent en permanence de 1’eau sous forme de vapeur
d’eau vers I’atmosphere : c’est I’évapotranspiration. L’appel transpiratoire est un des

moteurs de la circulation de la séve brute.

10



Analyse Bibliographique

La différence entre le potentiel hydrique atmosphérique et celui des feuilles induit la sortie
de I’eau dans I’atmosphere. La pression relative dans le xyleme diminue et devient plus
faible que la pression atmosphérique. Le xyléme est alors sous tension, ce qui permet la
montée de la séve brute. La plante doit alors étre réapprovisionnée en eau a partir des
racines pour compenser 1’eau perdue (Ferreira et al. 1994 In Allario, 2009). 11 existe donc

un continuum entre sol, la plante et I’atmosphere (Fig. 8).

atmospheére (- 50)

[}

feuilles (- 1)

1

racines (- 0,5)

[

sol (- 0,1)

transpiratiord”

conduction ~ ¢

absorption

Figure 8 : Continuum sol — plante — atmospheére. L’eau absorbée dans le sol par les racines
est conduite dans toutes les parties de la plante. Une partie est éliminée dans 1’atmosphere
par la transpiration. Dans une région humide de climat tempéré, la concentration de I’eau
du sol est tres faible et le potentiel hydrique du sol est proche de zéro (potentiel de 1’eau).
Le potentiel de I’atmosphére, méme par une journée humide, est trés négatif. L’eau passe
d’un territoire a I’autre dans le sens des potentiels décroissants. Elle passe donc de maniere
purement physique du sol vers I’atmosphere et provoque donc un flux hydrique continuel

dans la plante (www.futura-sciences.com/planete/dossiers/).
I1.3.5. Roles de I’eau dans la plante

L’eau est d’une importance capitale pour le bon fonctionnement physiologique et

moléculaire de la plante. On pourra citer a ce titre les propriétés suivantes :

* Le maintien de la turgescence cellulaire évitant ainsi le flétrissement.

* Transport des éléments minéraux via les vaisseaux du xyléme.

e Régulateur thermique des parties aériennes. La perte d’eau par transpiration permet
de diminuer une partie importante de 1’énergie qu’elles recoivent du soleil et de supporter

ainsi son rayonnement (Hopkins, 2003 /n Ouis, 2008).

11
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I1.4. Proline

11.4.1. Définition

La proline est un acide o-aminé dont 1’énantiomére L est I’'un des 22 acides aminés
protéinogenes. C’est le seul acide aminé protéinogéne ayant une amine secondaire et non
primaire, ce qui lui confeére une géométrie particuliere tendant a interrompre les structures
secondaires des protéines telles que les hélices a et les feuillets §. La proline forme des
résidus apolaires qui en polymérisant peuvent former divers types de protéines dans une
famille dite des polyprolines. Le cycle de la proline est presque plan. Cela peut étre montré

en considérant les angles de liaison dans ce cycle (Fig. 9).

(a) (b)
0O
M,
HO~™™ .
NH
L-proline D-proline

Figure 9 : Représentation de la structure chimique de L ou S(-)-proline (a) et de D ou

R(+)-proline (b) (www.mdpi.com/1660-3397/14/11/194/html).

L’identification et certaines des propriétés chimiques et biochimiques de la proline sont

rapportées dans le tableau suivant (Tab. 3) :

Nom UICPA acide pyrrolidine-2-carboxylique
Synonymes P, Pro

Formule brute CsHoNO:

Masse molaire 115,13 g/mol

pKa 1,95-10,64

Codons CCA, CCU, CCG, ccc

pH isoélectrique 6,30

Occurrence chez les vertébrés 5,0%

Tableau 3 : Identification et quelques propriétés chimiques et biochimiques de la proline

(fr.wikipedia.org/wiki/Proline).
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I1.4.2. Biosynthese de la proline

La proline est synthétisée selon deux voies : I’'une principale impliquant le glutamate et

I’autre secondaire via I’ornithine (Delauney & Verma, 1993).
11.4.2.1. Biosynthese de la proline via le glutamate

La synthese de la proline s’effectue dans le cytoplasme et/ou dans le chloroplaste a partir
d’un précurseur : le glutamate. Elle nécessite une enzyme clef, la PSCS (A'-pyrroline-5-
carboxylate synthétase) qui catalyse une réaction en deux étapes en présence de ’ATP et le
NADPH. Cette réaction permet de générer le glutamate y-semialdéhyde (GSA). Ce dernier
se cyclise spontanément en A'-pyrroline-5-carboxylate (P5C), qui est ensuite réduit en
proline dans une réaction catalysée par une A'-pyrroline-5-carboxylate réductase (P5SCR)

dépendante du NADPH (Fig. 10).

Pyrroline-5-carboxy late Pyrroline-5-carboxylate

synthetase reductase

22 NADPH NADPY  Ci2—c1p2 CH2—Cn2 NADPH  NADP+ ci—cne
| ATP ADP \ |

. S
HOOC (H—Co0on 530S o CH ——Coon sont on (H ——Coon 3 > «H2 on CooH
P5CS Il | Spos - P5CR e
N2 o A[H N NI
L-g]utamic acid Glutamic-semi-aldehyde Pyrroline-5-carboxylate L-pro“ne
GSA P3C
: : 3 w»
A Ornithine-6 Pyrroline-2-carboxylate ? RADSH
aminotransferase reductase
5-0AT P2CR AN
Omithine-«
Cr2— I‘IE aminotransferase Cin—cne cn “|'3
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AR o —C00l  ——————p 2 Ce—ecoon —— 2 C—coon
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o0 N
N2 N2 N2
Ornithine a-keto-§-aminovalerate Pyrroline-2-carboxylate
KAV P2C

Figure 10 : Les deux voies de biosynthése de la proline : voie principale impliquant le
glutamate et la seconde voie via ’ornithine (www.researchgate.net/figure/Pathway-of-

proline-biosynthesis-and-degradation-in-higher-plants_fig2 226456939).
11.4.2.2. Biosynthese de la proline via I’ornithine

La voie de synthése de la proline peut prendre deux cheminements différents. Le premier
fait intervenir une ornithine-a-aminotransférase (a-OAT) capable de donner une pyrroline-
2-carboxylate (P2C), puis la proline en présence d’une pyrroline-2-carboxylate réductase
(P2CR) et du NADP'. L’autre cheminement fait intervenir une ornithine-d-
aminotransférase (0-OAT) qui redonne le glutamate y-semialdéhyde (GSA), un

intermédiaire de la synthése de la proline via la voie du glutamate (Fig. 10).
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I1.4.3. Catabolisme de la proline

Au niveau de la mitochondrie, le catabolisme de la proline en glutamate se produit grace a
I’action de deux enzymes : la proline déshydrogénase (ProDH) et de la A'-pyrroline-5-
carboxylate déshydrogénase (PSCDH). L’enzyme ProDH catalyse ’oxydation de la
proline en A'-pyrroline-5-carboxylate (P5C) et I’enzyme PSCDH convertit le P5C en
glutamate (Fig. 11) (Szabados & Savouré, 2010 ; Verslues and Sharma, 2010).

Reduced : x
CH2—CH2 CH2—-CH2 annd CH2—-CH2
NADPH NADP+ | acceptor
HOOC N —COON CH CH—Co0n - CH2  CH —Coon
xS b R g
NH2 N ) NH
Pyrroline-5-carboxylate Proline
L-glutamic acid dehydrogenase Pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase l,-prolinc
PSCDH PsC ProDH

Figure 11 : Catabolisme de la proline en acide glutamique dans I’espace mitochondrial.
(www.researchgate.net/figure/Pathway-of-proline-biosynthesis-and-degradation-in-
higher-plants_fig2 226456939).

I1.4.4. Facteurs favorisant I’accumulation de la proline

L’accumulation de la proline se produit principalement en réponse a des contraintes
comme la sécheresse, la salinité et le gel. Elle peut également se produire en réponse a la
toxicité induite par les métaux lourds, I’interaction avec des agents pathogeénes et d’autres
stimuli abiotiques et biotiques (Fabro et al. 2004 ; Verslues et al. 2006 ; Sharma &
Dietz, 2009).

I1.4.5. Roles de la proline

La proline est I’un des solutés compatibles les plus fréquemment accumulés en réponse a
des contraintes environnementales et joue de multiples rdles dans la tolérance des plantes
comme (Fig. 12) (Ben Ahmed ef al. 2010 In Ben Yahmed, 2013 ; Heuer, 2010 ;
Szabados & Savouré, 2010 ; Verslues & Sharma, 2010 ; Ben Redjeb et al. 2012) :

* Stabilisateur de protéines, des complexes macromoléculaires et des systémes
membranaires.

*  Osmolyte compatible, accumulé au niveau du cytoplasme, méme a des niveaux trés
¢levés sans pour autant perturber les structures cellulaires ; il permet ainsi la rétention de

I’eau et évite son départ vers le milieu extracellulaire.
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* Picge les radicaux libres, débarrasse les cellules des espéces réactives d’oxygene
(ROS) et régule le potentiel redox cellulaire.
* Molécule impliquée dans la transduction du signal et module les fonctions et/ou

I’expression de genes spécifiques.

ROS scavenging Translation — Proline-rich proteins

Redox balance H

Figure 12 : Multiples rdles de la proline accumulée en situation de stress chez les plantes.

Signalling

S

Mitochondrial functions

Y
J* Plant development

( Phenolic metabolite
stimulation

La proline joue un role potentiellement dans la détoxification des espéces réactives d’O,
(ROS), contréle la balance redox, assure 1’osmoprotection, stimule le métabolisme
phénolique et assure la transduction du signal dans les processus de développement et des
fonctions des mitochondries (www.researchgate.net/figure/Multifunctional-roles-of-

proline-in-plants-to-mitigate-deleterious-effects-of-salinity figl 281167554).
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II1.1. Matériel végétal et application du stress
ITI.1.1. Origine des graines

Les graines retenues pour la présente étude sont de 1’espéce Phaseolus vulgaris L. var. El-
Djadida. Ce sont des graines commercialisées, plus ou moins réniformes et de couleur

marron noiratre (Fig. 13).

Figure 13 : Graines de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida.
I11.1.2. Préparation des graines pour la germination
I11.1.2.1. Imbibition des graines

Les graines de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida sans traitement préalable, sont mises
a imbiber la veille du début des expérimentations dans de 1’eau distillée pendant toute une
nuit. L’eau est fréquemment renouvelée afin d’éliminer les substances phénoliques qui

peuvent se dégager des téguments et qui risquent d’entraver la germination des graines.
I11.1.2.2. Germination des graines

Une centaine de graines imbibées sont mises a germer dans des boites en plastique de
forme rectangulaire, a raison d’une douzaine de graines par boite. Ces boites sont tapissées

de papier absorbant et sont imbibées d’eau distillée, une dizaine de ml par boite (Fig. 14a).

Les graines ainsi préparées germent dans une étuve a I’obscurité et a une température de 25
+ 2°C. Chaque jour, pendant le déroulement de la germination, les graines sont retirées et
transférées dans de nouvelles boites avec du papier absorbant renouvelé, pour éviter tout

risque de contamination (Fig. 14b).
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Figure 14 : Mise a germination (a) et percée radiculaire (b) des graines de Phaseolus

vulgaris L. var. El-Djadida.

I11.1.3. Culture des plants de Phaseolus vulgaris L.
I11.1.3.1. Substrat de culture

Apres germination des graines, les plants sont repiqués dans des pots en plastique de 5 cm
de diameétre et de 10 cm de hauteur. Ces pots contiennent un mélange de sable/terreau

(1/2 ; v/v). Le terreau étant le substrat de culture, le sable permet un drainage progressif.
I11.1.3.2. Conditions de culture

L’arrosage des pots (3 plants/pot) se fait 3 fois par semaine et la croissance des plants se
déroule dans les conditions du laboratoire de physiologie végétale de la FSNV de
I’université de Bejaia : photopériode et thermopériode prévalant durant les mois de mars,

avril et mai de 1’année 2019.

La croissance s’étale sur 2 a 3 semaines pour permettre le développement complet des 2

premigres feuilles. Ces feuilles seront utilisées pour nos différentes manipulations.
I11.1.4. Préparation de la solution du dichromate de potassium
I11.1.4.1. Dichromate de potassium

Le dichromate de potassium utilisé dans nos différentes expérimentations est un solide

ionique orange de formule K,Cr,O7 (Fig. 15).
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Dans I’eau, il se dissocie en ions dichromate et en ions potassium. L’ion dichromate
(Cr,07%) étant un puissant agent oxydant, ce produit est couramment utilisé dans les
réactions d’oxydo-réduction. Comme tous les composés du chrome hexavalent, le

dichromate est dangereux pour la santé.

Masse molaire : 294,18 g/mol
Masse volumique : 2,7 g/cm3 /

Q
Point d'ébullition : 500°C OA 7\0
Formule brute : K,Cr,07 . OO0 N
K K

Nom UICPA : Dichromate de
potassium

Figure 15: Fiche technique du dichromate de potassium (KyCr,O7).

(fr.wikipedia.org/wiki/Dichromate_de potassium).
I11.1.4.2. Préparation de la solution du dichromate de potassium

Des solutions de dichromate de potassium a appliquer en conditions de culture
hydroponique aux plants de Phaseolus vulgaris L. ont été préparées. Il s’agit des
concentrations massiques de [300, 600, 900 et 1200 ppm]. Avant usage, ces solutions sont
stockées dans des flacons étiquetés, conservés a 1’abri de la lumicre et a la température

ambiante du laboratoire.
I11.1.5. Application du stress

Les plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida sont déterrés de leur substrat de
culture, lavés soigneusement avec 1’eau de robinet pour se débarrasser des résidus du sol
qui collent a leurs racines, puis sont transférés en conditions de culture hydroponique dans
des béchers renfermant la concentration massique spécifié¢ de la solution du dichromate de

potassium (Fig. 16).

La durée de la culture hydroponique en solution du dichromate de potassium est de 1, 3, 6
et 24h. Des prélévements pour nos différentes manipulations sont effectués a chacun de ces

temps.

Les plants témoins sont traités de la méme fagon, puis sont mis en conditions de culture
hydroponique dans des béchers, contenant de 1’eau distillée uniquement (Fig. 16). Les

prélévements ont été effectués également aux mémes moments.
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Figure 16 : Plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida en conditions de culture
hydroponique. A droite, les plants témoins en culture hydroponique dans de 1’eau distillée ;
a gauche, les plants stressés en culture hydroponique dans une concentration massique

connue de dichromate de potassium.
II1.2. Méthodes utilisées

II1.2.1. Teneur en eau des feuilles

La teneur en eau des feuilles est calculée aprés une premicre pesée des feuilles découpées
(PF), suivie d’une seconde pesée apres une dessiccation de 48h a 60°C au four (PS). La

teneur en eau est déterminée selon la relation suivante (Monneveux, 1991) :
Teneur en eau (%) = [(PF — PS) / (PF)] x 100
(PF) = poids frais et (PS) = poids sec.
I11.2.2. Teneur relative en eau des feuilles

La teneur relative en eau des feuilles est déterminée d’apres la méthode de Turner (1986).
Les feuilles sont excisées, puis pesé€es apres quelques minutes de stabilisation avec le
milieu extérieur (PF). Elles sont ensuite, mises a imbiber dans de ’eau distillée pendant
24h a D’obscurité et a 4°C, puis pesées pour déterminer leur poids a la turgescence (PT).
Enfin, leur poids sec (PS) est déterminé aprés une dessiccation de 48h a 60°C au four. La

teneur relative en eau est calculée selon la relation établie par Ladigues (1975) :
Teneur relative en eau (%) = [(PF — PS) / (PT — PS)] x 100

(PF) = poids frais ; (PS) = poids sec et (PT) = poids a la turgescence.
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Matériel & Méthodes

I11.2.3. Extraction et dosage de la proline
I11.2.3.1. Extraction

Les feuilles seches conservées a 1’abri de ’humidité sont broyées séparément a sec, puis
dans 3 ml de méthanol. Aprés agitation au vortex, les tubes contenant les extraits sont
portés au bain-marie pendant 1h a 85°C. Pour éviter 1’évaporation du méthanol durant le

chauffage, les tubes sont hermétiquement fermés.
I11.2.3.2. Dosage

La quantit¢ en proline est déterminée par la méthode de Troll & Lindsley (1955),
simplifiée par Bates ef al. (1973). La proline réagit en milieu acide et a chaud avec la

ninhydrine, en donnant un composé rouge orangé soluble dans le toluéne.

A 1 mL de I’extrait, sont rajoutés 1 mL d’acide acétique concentré et 1 mL du réactif a
ninhydrine (1,25 g de ninhydrine dissous dans 30 mL d’acide acétique glacial + 7,5 mL
d’acide orthophosphorique a 85% + 12,5 mL d’eau distillée). Aprés une agitation au
vortex, le mélange est porté a ébullition dans un bain-marie durant 1 h. La solution vire au

rouge foncé.

Apres refroidissement des tubes, 3 mL de toluéne sont rajoutés au mélange ainsi qu’une
pincée de Na,SO4 pour €liminer I’eau qu’il renferme. Aprés une agitation énergique, deux
phases se développent au bout d’une nuit de décantation et la phase supérieure contenant la

proline est récupérée a 1’aide d’une pipette Pasteur.

La densité optique est mesurée a 515 nm au spectrophotomeétre. La courbe étalon est
réalisée a I’aide d’une solution meére de proline & 1 mM. Les dilutions préparées varient de

0,1 40,8 mM (Fig. 17).

La quantité en proline, moyenne de trois essais sera exprimée en mg/100 mg de maticre

végétale séche.
I11.2.4. Analyse statistique

Les résultats présentés expriment pour 1’analyse du statut hydrique foliaire une valeur
moyenne de 10 répétitions + intervalle de confiance (IC + 1,96 erreur standard). Pour ce
qui est de la proline, la valeur moyenne est déterminée sur la base de 3 répétitions +

intervalle de confiance (IC + 1,96 erreur standard).
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Courbe étalon de la proline (515 nm)

Densité optique

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Concentration en proline (mM)

Figure 17 : Courbe étalon de la proline (densité optique lue a A = 515 nm).
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Résultats & Discussion

IV.1. Teneur en eau des plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida
IV.1.1. Teneur en eau des plants traités par une [300 ppm]| en K,Cr,0,

Les deux premicres feuilles des plants de Phaseolus vulgaris L., qui ont poussés
normalement dans un substrat de culture, montrent une teneur en eau moyenne de 94,3 +
0,3%. Transférés en conditions de culture hydroponique en présence d’eau seulement, la
teneur en eau de leurs deux premicres feuilles n’évolue pas pendant les 24 premieres
heures de la culture (Fig. 18). Les plants transférés en culture hydroponique en présence
d’une concentration de [300 ppm] en K,Cr,O7, montrent les mémes valeurs de teneur en
eau, que ceux des témoins a 1 h, 3 h et 6 h. La différence est observée au temps de 24 h ou
les deux premiéres feuilles des plants stressés montrent une teneur en eau de 92,1 + 0,4%,

significativement inférieure comparativement aux deux premicres feuilles des plants

témoins (93,9 + 0,2%) (Fig. 18).
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Figure 18 : Evolution de la teneur en eau des deux premicre feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par une concentration de [300

ppm] en K,Cr,O7 en fonction du temps + intervalle de confiance.
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IV.1.2. Teneur en eau des plants traités par une [600 ppm]| en K,Cr,07

Les deux premieres feuilles des plants de Phaseolus vulgaris L., mis en culture
hydroponique en présence d’une concentration de [600 ppm] en K,Cr,O;, montrent
¢galement les mémes valeurs en teneur en eau comparativement aux teneurs en eau des
deux premicres feuilles des plants témoins non traités par 1’élément trace métallique. Ces

valeurs similaires ont été enregistrées aux temps 1 h, 3 h et 6 h (Fig. 19).

Comme dans le cas du traitement avec la concentration de [300 ppm], la différence est
significative a 24 h entre plants témoins et plants traités par une concentration de [600
ppm]. En effet, la teneur en eau enregistrée dans les deux premicres feuilles des plants
stressés par une concentration de [600 ppm] est de 89,3 + 1,5%. Elle est nettement

inférieure a celle des deux premiéres feuilles des plants témoins (93,9 + 0,2%) (Fig. 19).
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Figure 19 : Evolution de la teneur en eau des deux premicre feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par une concentration de [600

ppm] en K,Cr,O7 en fonction du temps + intervalle de confiance.
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Résultats & Discussion

IV.1.3. Teneur en eau des plants traités par une [900 ppm]| en K,Cr,0,

En traitant les plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida par une concentration de
[900 ppm] en K,Cr,07 et en conditions de culture hydroponique, on observe une identité
parfaite aux temps 1 h, 3 h et 6 h, par rapport a I’évolution de la teneur en eau de leurs
deux premiéres feuilles par comparaison a ce qui a été observé dans les deux premiéres
feuilles des plants témoins non traités par I’élément chrome et aux mémes moments de

mesure (Fig. 20).

Comme dans les deux cas précédents (traitements de [300 et 600 ppm]), une différence
significative est enregistrée aprés un traitement de 24 h entre plants témoins et plants
traités par une concentration plus élevée ([900 ppm]). La teneur en eau enregistrée dans les
deux premicres feuilles des plants stressés par cette concentration est de 84,9 + 0,7%,

nettement inférieure a celle des deux premiéres feuilles des plants témoins (93,9 £+ 0,2%)
(Fig. 20).
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Figure 20 : Evolution de la teneur en eau des deux premicre feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par une concentration de [900
ppm] en K,Cr,O7 en fonction du temps + intervalle de confiance.
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IV.1.4. Teneur en eau des plants traités par une [1200 ppm] en K;Cr,0-

Un traitement encore plus fort ([1200 ppm] en K,Cr,07), appliqué en conditions de culture
hydroponique aux plants de Phaseolus vulgaris L., ne change pas la teneur en eau de leurs
deux premiéres feuilles par comparaison aux deux premieres feuilles des plants témoins, et
ce notamment aux temps 3 et 6 h. Méme la différence observée au temps 1 h, est estompée
par I’intervalle de confiance calculé, rendant la différence non significative entre les
teneurs en eau deux premieres feuilles des plants traités (93,2 £ 1,4%) vis-a-vis de celles

des plants témoins (94,4 £ 0,1%) (Fig. 21).

En prolongeant la durée de la culture hydroponique a 24 h, avec l’intensité du stress
appliqué ([1200 ppm]), la différence entre plants traités et plants témoins est trés
importante. En effet, la teneur en eau enregistrée dans les deux premicres feuilles des
plants traités est de 82,4 + 0,7% contre seulement une teneur en eau de 93,9 + 0,2% dans

les deux premieres feuilles des plants témoins (Fig. 21).
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Figure 21: Evolution de la teneur en eau des deux premicre feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par une concentration de [1200
ppm] en K,Cr,O7 en fonction du temps.
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Résultats & Discussion

IV.1.5. Synthese globale sur les teneurs en eau des plants traités par du K,Cr,07

L’effet de 1I’¢lément trace métallique, en I"occurrence le chrome, a été testé en culture
hydroponique sur des plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida. La cinétique de
I’évolution de la teneur en eau des deux premiceres feuilles a été suivie pendant différentes
heures (1 h, 3 h, 6 h et 24 h), aprés des applications de différentes concentrations [300,
600, 900 et 1200 ppm] en K,Cr,0O5. Les enseignements tirés de cette étude montrent :

* Aucune différence significative entre les lots traités et les lots témoins n’a été
observée aux temps 1 h, 3 h et 6 h. Pendant ces temps, tous les lots montrent des teneurs en
eau similaires en tenant compte des intervalles de confiance (Fig. 22).

* Les différences sont statistiquement significatives au temps de 24 h d’une part,
entre tous les lots traités vis-a-vis des plants témoins, et d’autre part entre lots traités eux-

mémes (Tab. 4).
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Figure 22 : Evolution de la teneur en eau des deux premicre feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par différentes concentrations

[300, 600, 900 et 1200 ppm] en K,Cr,0O7 en fonction du temps + intervalle de confiance.
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Résultats & Discussion

Le pourcentage de réduction de la teneur en eau des deux premicres feuilles calculé pour
chacun des traitements vis-a-vis des plants témoins, rend compte des différences
significatives enregistrées pendant le temps 24 h. Ainsi, pour le traitement de [300 ppm], le
pourcentage de réduction est significatif (1,93%) ; il passe a 4,86% pour un traitement de
[600 ppm], puis augmente & 9,56% pour un traitement de [900 ppm]. Le pourcentage de
réduction culmine a 12,22% pour une application en chrome la plus élevée [1200 ppml],

comparativement au lot témoin (Tab. 4).

Tableau 4 : Pourcentages de réduction de la teneur en eau moyenne des deux premiéres
feuilles des lots témoins vis-a-vis des teneurs en eau moyennes des deux premieres feuilles
des lots traités par différentes concentrations [300, 600, 900 et 1200 ppm] en K,Cr,O7, puis
des lots traités entre eux. Ces pourcentages de réduction ont été déterminés a la 24°™ heure

des expérimentations.

% de réduction de la teneur en eau entre les différents lots

K2Cr,07
Témoin 300 ppm 600 ppm 900 ppm 1200 ppm
Témoin | - | e | e s |
300 ppm (1 T T e B
600 ppm 4,86 8O peenURRTE U N ——————
900 ppm 9,56 7,78 7MY R [ ———
1200 ppm 12,22 10,48 7,73 p X & S E—

Entre lots traités, le pourcentage de réduction de la teneur en eau des deux premieres
feuilles calculé pour le traitement de [300 ppm] vis-a-vis des autres lots de traités, semble
suivre les mémes paliers que ce qui a été relevé précédemment. Ainsi, le pourcentage de
réduction de la teneur en eau du lot traité par des concentrations de [600, 900 et 1200 ppm]
sont respectivement de 2,98% ; 7,78% et 10,48% comparé au lot traité par une

concentration de [300 ppm] (Tab. 4).

C’est ce qui se dégage également pour le traitement de [600 ppm] vis-a-vis des deux autres
lots [900 et 1200 ppm]. Leurs pourcentages de réduction sont respectivement de 4,94% et

7,73% comparativement au lot traité par la concentration de [600 ppm] (Tab. 4).

Idem pour le lot traité par une concentration de [1200 ppm], qui est plus faible de 2,93%

par rapport au lot traité par une concentration de [900 ppm] (Tab. 4).
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Résultats & Discussion

IV.2. Teneur relative en eau des plants de Phaseolus vulgaris L.

La teneur relative en eau (7RE) est un trés bon indice pour apprécier 1’état hydrique réel
d’une plante. Elle évolue selon ’intensité¢ de la contrainte subie et dépend de 1’espece
végétale (Turner, 1986). A cet effet, cette TRE a été déterminée chez les plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida mis en culture hydroponique en présence d’eau
seulement et chez des plants traités par la seule concentration de [300 ppm] en K,Cr,0O
(Fig. 23).

Avant de passer en mode de culture hydroponique, la TRE est déterminée sur les plants qui
ont poussés normalement dans leur substrat de culture. Ce temps considéré comme t = 0 h,
montre une 7RE de 91,8 + 1,3%. Aprés transfert en mode de culture hydroponique en
présence d’eau seulement, la 7RE de leurs deux premicres feuilles ne varie pas

substantiellement a la 1 (91,9 + 1,8%) et a la 3™ h (93,1 + 2,9%) de la culture (Fig. 23).
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Figure 23 : Evolution de la teneur relative en eau des deux premiére feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par une concentration de [300

ppm] en K,Cr,O7 en fonction du temps + intervalle de confiance.
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C’est a la 6™ heure, que ’on constate une baisse significative de la TRE des deux
premiéres feuilles des plants témoins : de 93,1 £ 2,9% a la 3°™ h vers 87,1 + 3,2% a la 6™
h. Cette baisse est compensée par un gain d’eau les heures suivantes, ou 1’on constate une
¢lévation de la TRE qui reprend sa valeur constatée a la 3°™ h. En effet, la TRE obtenue a

24 h (93,0 + 1,6%) est de méme ordre que celle de la 3°™ h (93,1 + 2,9%) (Fig. 23).

Chez les plants transférés en culture hydroponique en présence d’une concentration de
[300 ppm] en K,Cr,O7, on observe un comportement différent de celui relaté pour les
plants témoins. Ainsi, la 7RE des deux premicres feuilles des plants traités diminue des la
1°° h du traitement de 91,8 + 1,3% a 87,6 + 1,8%. Elle regagne un peu sa valeur proche de
celle des plants témoins a la 3™ (90,6 £ 1,5%) et a la 6™ h (90,5 + 1,4%), puis diminue
une nouvelle fois entre le temps 6 h et 24 h. Cette diminution est méme tres substantielle et

tourne autour d’une valeur moyenne de 82,1 = 2,5% (Fig. 23).

De I’analyse de tous ces résultats obtenus, il en ressort de point de vue 7RE, une différence
entre le comportement des plants témoins et des plants traités par une concentration de

[300 ppm] en K,Cr,O7 :

* Au sein des plants témoins, baisse assez significative de la valeur de la 7TRE,
observée entre la 3°™ et la 6™ h de la culture hydroponique, qui semble s’estomper entre
la 6°™ et 1a 24°™ h de la culture.

* Chez les plants traités par 1’élément chrome, une double baisse de la valeur de la
TRE est observée : la premicre est entre 0 et 1 h ; la seconde entre 6 et 24 h. Entre le temps

1 et 6 h, nous constatons beaucoup plus une stabilisation de la valeur de la TRE.

Ces dernieres constatations sont confortées par I’analyse du pourcentage de réduction de la
TRE des deux premicres feuilles calculé pour le traitement appliqué pendant les différents
temps par comparaison au temps référentiel t = 0 h, ou I’on se rend compte de la valeur de
la diminution constatée & la 1¥° et a la 24°™ h du traitement. En effet, le pourcentage de
réduction enregistré est de 4,62% a la 1 h ; il passe a 10,58% & la 24°™ h ; pendant qu’il
n’évolue presque pas a la 3™ (1,37%) et a la 6™ h (1,41%) du traitement (Tab. 5).

Idem, lorsque on compare les pourcentages de réduction enregistrés pendant les différents
temps entre eux, indépendamment du temps référentiel de 0 h. Ces pourcentages de
réduction ne sont forts importants que pour le temps de 24 h vis-a-vis des temps 1 h, 3 h et

6 h, respectivement des baisses de 1’ordre de 6,25% ; 9,34% et 9,30% (Tab. 5).
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Tableau 5 : Pourcentages de réduction de la teneur relative en eau moyenne déterminés a
différents temps du traitement par la concentration de [300 ppm] en K,Cr,O7 vis-a-vis du

temps référentiel t = 0 h, puis entre eux.

% de réduction de la teneur relative en eau a différents temps

K2Cr,0,

t=0h t=1h t=3h t=6h t=24h
t=0h | - e | e e
t=1h 462 | e | e | e | e
t=3h 1,37 S5 7% [ Ut U (R —
t=6h 1,41 -3,36 (00N A O ——
t=24h 10,58 6,25 9,34 930 | -

La TRE des feuilles donne un apergu sur la turgescence relative des tissus et figure parmi
les criteéres d’évaluation de la tolérance au stress. La TRE est liée a la capacité de la plante
a maintenir un niveau d’hydratation des tissus qui soit @ méme de garantir la continuité du

métabolisme (Turner, 1986).

Nos résultats montrent que I’incidence d’une culture hydroponique additionnée d’une
concentration de [300 ppm] en K,Cr,O; fait diminuer par deux fois la 7RE des deux

premicres feuilles des plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida (Fig. 23) :

e La premicre diminution est observée des le début de 1’application de la contrainte
imposée par le chrome indépendamment de I’effet de la culture hydroponique, puisque
aucune diminution n’est observée chez les témoins entre 0 et 1 h de la culture.

e La seconde diminution est enregistrée au dela de la 6" heure de la culture,
indépendante également de la culture hydroponique, puisque aux mémes moments, la TRE

des plants t¢émoins suit un chemin inverse et augmente de niveau.

Entre les deux diminutions enregistrées en terme de 7RE, il y a lieu de noter que les plants
de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida ont ce pouvoir de stabiliser leur 7RE entre les
temps 1 et 3 h, puis entre les temps de 3 et 6 h. Cette stabilisation est méme accompagnée
d’un 1éger regain d’eau, observé notamment & la 3°™ h de la culture (Fig. 23). Ce pouvoir
de stabilisation de la 7RE, ainsi que ce léger regain d’eau sont confortés par les
pourcentages de réduction de la TRE enregistrés durant ces temps, qui affichent des valeurs

négatives (Tab. 5).
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A titre de comparaison, 1’estimation des TRE obtenues aprés des applications en cuivre
croissantes [200, 400, 600, 800 et 1000 ppm] sur des plants de Vicia faba L. var. Sidi Aich
entrainent des réductions au niveau de tous les lots sauf celui traité par la [200 ppm]. Ainsi,
les pourcentages de réduction de la TRE sont de 5,08% ; 5,65% et 4,73%, respectivement
pour les traitements par des concentrations de [400, 600 et 800 ppm]. La concentration la
plus élevée [1000 ppm] entraine la plus faible TRE observée (54,88 %) par rapport a celle
des témoins (63,97%) (Cherief & Amrane, 2016).

La régulation des mouvements de 1’eau estimés par 1’évolution de la 7RE est probablement
le résultat d’une régulation de 1’activité des stomates (Brunet, 2008). La fermeture des
stomates peut €tre provoquée par une interaction directe des métaux toxiques avec les
cellules de garde et/ou par les effets précoces de la toxicité des métaux sur les racines et les
tiges. Ces mécanismes d’ouverture et/ou de fermeture des stomates sont sous le contrdle

d’une phytohormone, I’acide abscissique (Rucinska-Sobkowiak, 2016).

La fermeture des stomates pour réduire les pertes d’eau, va désavantager en revanche les
¢changes gazeux avec I’atmospheére, ce qui réduit fortement le processus photosynthétique

(Parys et al. 1998 ; Vassili ef al. 1998 In Pourrut, 2008).

Aussi, les perturbations dans les relations hydriques, peuvent déclencher une régulation
différentielle de I’expression de génes pour la mise en place et le fonctionnement des
aquaporines ; des protéines impliquées davantage dans le controle des mouvements de

I’eau transmembranaires (Rucinska-Sobkowiak, 2016).

Afin de maintenir la turgescence des cellules, les plantes déclenchent de multiples
mécanismes de tolérance qui contribuent a 1’adaptation au stress osmotique induit par les
effets des métaux toxiques. Ces mécanismes permettent d’ajuster au mieux la pression
osmotique interne grace aux ¢€lectrolytes et aux solutés organiques accumulés (Driouich e?

al. 2001 In Aoumeur, 2012).

L’ajustement osmotique est un mécanisme effectif de résistance dans une stratégie de bas
potentiel hydrique de la plante. Il assure le maintien de la turgescence par accumulation de
solutés dits compatibles, qui n’interférent pas avec le métabolisme cellulaire. Ils sont de
diverses natures : des sucres, des sucres alcools ou des acides aminés. Parmi les acides
aminés, la proline est souvent citée pour son rdle dans ce processus de I’ajustement

osmotique (Szabados & Savouré, 2010 ; Verslues & Sharma, 2010).
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IV.3. Quantité en proline des plants de Phaseolus vulgaris L.

La proline est dosée a partir des deux premicres feuilles des plants de Phaseolus vulgaris
L. var. El-Djadida mis en culture hydroponique en présence d’eau (plants témoins) ou bien
soumis a la concentration de [300 ppm] en K,Cr,O; (plants traités). La cinétique de
I’évolution de la quantité en proline a été suivie pendant 1 h, 3 h, 6 h et 24 h. Les deux
premicres feuilles excisées sont préalablement séchées au four (48 h a 60°C), puis
conservées a l’abri de I’humidité avant de les utiliser pour quantifier la proline. La

méthode suivie pour quantifier cette proline est celle de Bates ez al. (1973).

Avant de passer en mode de culture hydroponique, la quantité initiale en proline a été
déterminée au préalable sur les plants qui ont poussés normalement dans leur substrat de
culture. Au temps t = 0 h, la quantité en proline enregistrée est de 0,72 + 0,17 mg/100 mg
de poids sec (Fig. 24).
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Figure 24 : Evolution de la quantité en proline des deux premicre feuilles des plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida témoins et traités par une concentration de [300

ppm] en K,Cr,O7 en fonction du temps + intervalle de confiance.
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En passant en mode de culture hydroponique, cette quantit¢é en proline ne fait
qu’augmenter notamment & la 1¥° (1,17 + 0,06 mg/100 mg de PS) et a la 3°™ h (2,27 +
0,09 mg/100 mg de PS) au sein des deux premicres feuilles des plants non traités par
I’élément trace métallique. Sur ces plants, la proline quantifiée a la 6°™ h de la culture,
atteint sa valeur maximum qui est de 2,52 + 0,31 mg/100 mg de PS, statistiquement proche
de celle observée a la 3°™ h, en tenant compte de la variation des intervalles de confiance

des deux mesures (Fig. 24).

Au dela de la 6°™ h, la quantité en proline va baisser et atteindre & la 24°™ h, la valeur de
1,72 + 0,17 mg/100 mg de PS. Une quantité encore appréciable comparativement a ce qui

a été trouvé at=0h (0,72 £ 0,17 mg/100 mg de PS) (Fig. 24).

Chez les plants traités en culture hydroponique par une concentration en chrome de [300
ppm], on note en terme de quantité en proline, la méme évolution que celle constatée pour
les plants non traités, est ce a la 1°° h seulement. En effet, la quantité en proline augmente
de la méme fagon et atteint une valeur équivalente, qui est de 1,18 £ 0,03 mg/100 mg de
PS. Seulement, au lieu de continuer a augmenter comme précédemment, la quantité en
proline marque un arrét entre la 1° et la 3°™ h (1,09 £ 0,10 mg/100 mg de PS) de la
culture (Fig. 24).

Elle reprend d’une fagon remarquable son ascension entre le temps 3 h et 6 h, ou 1’on note
une quantité en proline maximum a 6 h (2,76 + 0,36 mg/100 mg de PS), avant une chute
trés importante pour revenir a une valeur en proline de 0,63 + 0,37 mg/100 mg de PS a la
24°™ 1 de la culture ; une quantité trés proche de celle enregistrée tout a fait au départ a t =

0 h (0,72 = 0,17 mg/100 mg de PS) (Fig. 24).

Si on compare entre I’évolution de la quantité en proline des deux lots témoins et traités,

on va constater que (Tab. 6) :

* Entre 0 et 1 h, les deux lots convergent vers une élévation de leur quantité en
proline et qui se fait dans les mémes proportions a hauteur de 38%.

* Entre 1 et 3 h, point de divergence entre témoins et traités. Les premiers
augmentent fortement leur quantité en proline (48,45%), les seconds marquent un arrét.

* Entre 3 et 6 h, second point de convergence ou les deux lots qui augmentent leur
quantité en proline et atteignent leur niveau maximum. Seulement, [’augmentation ne se
fait pas dans les mémes proportions. Les traités par le chrome élévent leur quantité en

proline de 60,50%, les témoins de 9,92% seulement.
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* Entre 6 et 24 h, les deux lots diminuent leur quantit¢ en proline, sauf que la

diminution constatée chez les traités est plus marquée que chez les témoins.

Tableau 6 : Pourcentages d’élévation ou de réduction de la quantité en proline déterminée
chez les plants témoins et chez les plants traités par une concentration de [300 ppm] en
K,Cr,07 en fonction de différentes amplitudes de temps (Oh—1h;1h—-3h;3h-6het
6 h—24h).

% d’élévation ou de réduction de la quantité en proline

Lots
Oh-1h 1h-3h 3h-6h 6h-24h
Témoins 38,46 % 48,45 % 9,92 % -46,51%
Traités 38,98 % -8,25% 60,50 % - 338,09 %

La culture en conditions hydroponiques fait augmenter la quantité en proline jusqu’a un
certain seuil (6 h). Au dela, la quantit¢ en proline diminue. En traitant les plants de
Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida dans les mémes conditions de culture mais en
rajoutant du chrome au milieu, la quantité en proline suit presque le méme cheminement

que ce qui a été annoncé précédemment sauf en deux points bien distincts :

* Marque un arrét net entre les temps 1 et 3 h avant d’enchainer par une forte
¢lévation de la quantité en proline entre 3 et 6 h rattrapant ainsi celle des témoins.

* La diminution constatée entre 6 et 24 h est plus drastique que celle des témoins.

Ces variations sont dépendantes et fortement liées au changement du statut hydrique des
feuilles (Fig. 23). Ainsi, pour maintenir suffisamment d’eau dans leurs feuilles et éviter
son départ précipité, les plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida ont cette faculté
d’augmenter rapidement leur quantité en proline, dés la premiére heure (Fig. 24). Ceci est
li¢ aux conditions de la culture hydroponique elle méme source d’un stress, puis au
traitement par le chrome pour ce qui est des plants soumis aux effets de 1’élément trace

métallique.

Lorsque la TRE des plants témoins diminue significativement entre la 3°™ et la 6™ h de la
culture, la réponse se manifeste par une ¢lévation peu marquée de la quantité en proline.
Cependant, une quantité en proline présente suffisamment dans le milieu intracellulaire va
estomper la diminution de la TRE et rehausser méme son niveau entre la 6™ et la 24°™ h

au sein des plants témoins (Fig. 23 & 24).
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Chez les plants traités par le chrome en conditions de culture hydroponique, nous avons
signalé¢ une double baisse de la valeur de la TRE : la premicre se situe entre O et 1 h; la
seconde entre 6 et 24 h. Entre les temps 1 et 6 h, nous avons constaté une stabilisation de la
valeur de la TRE (Fig. 23). Les plants y répondent rapidement par une synthése de la
proline pour parer & la perte d’eau constatée dés la 1°° heure, c’est ce qui permet sans
doute de stabiliser la quantité d’eau, du moins jusqu’a la 6™ h. Au dela, I’ampleur de la

contrainte étant grande, la quantité en proline chute de fagon drastique (Fig. 24).

Des applications en cuivre croissantes [200, 400, 600, 800 et 1000 ppm] sur des plants de
Vicia faba L. var. Sidi Aich entralnent des changements des quantités en proline, dépendant
de I’intensité du stress appliqué. Les changements les plus significatifs sont enregistrés a
partir de la [600 ppm]. Ainsi, les taux d’évolution sont de 17,36% pour [600 ppm] ;
66,98% pour [800 ppm] et 91,84% pour [1000 ppm] (Cherief & Amrane, 2016).

L’accumulation de la proline en réponse a un stress est universelle. Dans les feuilles de
plants de Parkinsonia aculeata L. soumis aux conditions d’un arrét d’arrosage, la quantité
en proline augmente au moment de la diminution de la 7RE. L’¢lévation est méme
réguliére et fonction de I’intensité de la contrainte (Benadjaoud, 2002 ; Benadjaoud &
Aid, 2005). Un niveau plus élevé en proline libre contribue efficacement au maintien de la
turgescence cellulaire, constitue un supplément nutritif et énergétique a la distribution de
I’azote et du carbone durant la croissance et le développement des plants apres la levée du

stress (Hare et al. 1998).

Lorsque I’intensité du stress augmente ou bien sa durée est prolongée dans le temps, la
quantité en proline diminue et ne permet plus de maintenir 1’état de turgescence cellulaire,
encore moins la capacité de rétention de I’eau. La chute drastique des quantités en proline
enregistrées au moment de 1’intensification de la contrainte, va entrainer irrémédiablement
une perte de I’ajustement osmotique, rapidement suivie d’une perte d’eau (Benadjaoud,

2002 ; Benadjaoud & Aid, 2005).
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V. Conclusion

Sur les plantes, les symptomes de toxicité associés aux éléments traces métalliques sont
peu différents de ceux produits par différents types de stress. Leur influence est fonction de
leur mobilité a I’interface sol — plante, puis a I’intérieur de ’espéce. C’est cette mobilité
qui détermine la concentration endogéne d’un élément trace métallique et leurs effets
habituels consistent en une réduction de la croissance touchant les différentes parties de la

plante (Shanker et al. 2005).

Nous avons souhaité suivre la réaction d’une plante comme Phaseolus vulgaris L. var. El-
Djadida traitée par un de ces ¢léments, le chrome utilisé sous forme de K,Cr,O;. Un
certain stade de son développement a été choisi (stade de développement des deux
premicres feuilles), et le traitement est alors appliqué en conditions de culture

hydroponique en rajoutant une concentration bien définie ([300 ppm]).

Deux paramétres ont été suivis pendant cette étude : la détermination du statut hydrique
foliaire depuis les deux premiéres feuilles, ainsi que la quantification de la proline. Une
cinétique d’évolution de ces deux parameétres a ét¢ menée pendant différents temps (1, 3, 6
et 24 h) en s’appuyant de (1) sur des comparaisons établies d’avec les plants témoins en
culture hydroponique sans adjonction de I’élément trace métallique ; et de (2) se référer au

temps de 0 h, temps correspondant au début de nos manipulations.

Pendant les 6 premiéres heures, nous ne remarquons aucune différence significative des
teneurs en eau entre plants témoins et plants traités par la concentration de [300 ppm] en
K,Cr,04. Encore plus, nous avons varié la concentration en chrome, en traitant nos plants
par 3 autres concentrations ([600, 900 et 1200 ppm]), plus €levées que la premiére. Aucune

différence significative n’est signalée par rapport a I’observation précédente.

Les effets marquants sur la teneur en eau sont enregistrés au dela de la 6™ h. Nous
observons, une diminution de la teneur en eau fonction de 1’intensité de la contrainte
appliquée. Ainsi, plus D’intensité du traitement est élevée plus les pertes d’eau sont

grandes.

Si on veut apprécier a sa juste valeur 1’état hydrique foliaire d’une plante, il est préférable
de considérer plutdt sa teneur relative en eau ou I’on prend en compte son pouvoir de

turgescence, quelque soit la situation (Turner, 1986).
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Dés lors, la différence de comportement est plus que évidente entre plants témoins et plants
traités par la seule concentration de [300 ppm] en K»>Cr,O5. Ainsi, chez les plants témoins,
si la TRE diminue entre la 3°™ et la 6™ h ; elle semble s’estomper entre la 6™ et la 24

h de la culture hydroponique.

Chez les plants traités par le chrome, une double baisse de la TRE est observée : la
premicre est assez rapide mais peu consistante observée entre 0 et 1 h ; la seconde est plus
drastique au dela de la 6™ h. Entre ces deux amplitudes de temps, la TRE est plutot

stabilisée entre 1 et 6 h.

Ces changements de 1’état hydrique foliaire sont a corréler avec les changements constatés

dans le comportement de la proline, un acide aminé impliqué dans 1’ajustement osmotique.

Chez les plants témoins, en quantifiant la proline des deux premicres feuilles malgré
I’absence de 1’élément chrome, la seule culture hydroponique est en soit une contrainte,
puisque pour ajuster 1’état de I’eau qui est susceptible de partir (baisse de la TRE
enregistrée entre 3 et 6 h), les plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida ont cette
capacité de synthétiser de la proline et relativement tot dans le temps, dés les premieres
heures de la culture. Cette syntheése rapide permet d’adapter les plants a la culture
hydroponique et d’amoindrir son départ, preuve en est que la diminution de la TRE

s’estompe entre la 6°™ et la 24°™ h de la culture et augmente méme.
p g

Chez les plants traités par le chrome, en plus de la culture hydroponique, le niveau de la
proline augmente assez rapidement dés la premicre heure, tout autant que chez les plants

témoins. Cette élévation se fait malgré la légere perte de la TRE constatée entre 0 et 1 h.

L’ampleur de la contrainte n’étant pas encore élevée, les plants de Phaseolus vulgaris L.
var. El-Djadida ont cette capacité de faire appel a une synthese de novo de la proline pour
parer au départ de ’eau. Cette synthése marque certes un arrét entre la 1° et la 3°™ h de la
culture, mais reprend de facon extraordinaire les heures suivantes, c’est ce qui explique

sans doute la stabilité de la TRE constatée entre 1 et 6 h de la culture.

Une syntheése de novo de la proline en réponse au stress est universelle. Elle contribue
efficacement au maintien de la turgescence cellulaire par ce pouvoir de I’ajustement
osmotique, comme elle permet de protéger les complexes protéiques et les structures

membranaires (Hare et al. 1998).
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Une diminution plus drastique de la TRE entraine une diminution brutale de la proline.
L’ampleur de la diminution des quantités en proline des plants traités n’est pas de méme
ordre que ce qui a été observé chez les plants témoins. Ceci explique que le stress induit
par le chrome, ne peut étre supporté au dela d’un certain seuil et ses effets sont marqués
aprés un certain temps. Avec des quantités plus faibles en proline, I’ajustement osmotique

ne peut plus €tre assuré et les pertes d’eau seront indéniablement importantes.
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Résumé
Résumé

On a voulu évaluer les réponses de plants de Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida
vis-a-vis d’une contrainte imposée en conditions de culture hydroponique par le chrome, qui
a été rajouté au milieu sous forme de K2Cr.O7 a une concentration de [300 ppm]. Le statut
hydrique, ainsi que la quantité en proline des deux premieres feuilles ont été suivis pendant
toute une journée, a des temps variables (1, 3, 6 et 24 h).

Nos résultats montrent que la teneur en eau ne varie pas pendant les 6 premiéres
heures de la contrainte ; elle décline substantiellement lorsque la contrainte est prolongée
jusqu’a 24 h. La teneur relative en eau diminue par deux fois : une premiere fois dés
I’imposition de la double contrainte (culture hydroponique + application du chrome) ; une
seconde fois aprés la 6°™ h. La premiére diminution est de loin moins marquée que la
seconde, qui est plus drastique. Entre les temps intermédiaires de 1 h a 6 h, la teneur relative
en eau est stable et varie peu.

En réponse a la diminution de la teneur relative en eau constatée dés la 1 heure,
nos plants élévent leur teneur en proline assez rapidement. C’est ce qui assure le maintien de
I’état hydrique des feuilles plus ou moins stable pendant les 6 premiéres heures. La
contrainte prolongée dans le temps, fait diminuer de facon drastique la quantité en proline ;
c’est ce qui se répercute sur un départ plus abondant de 1’eau.

Mots clés :Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida ; culture hydroponique ; chrome ; teneur
en eau ; teneur relative en eau ; proline.

Abstract

We wanted to evaluate the responses of plants of Phaseolus vulgaris L. var. EI-Djadida with
respect to a constraint imposed under conditions of hydroponic culture by chromium, which
was added to the medium in the form of K2Cr207 at a concentration of [300ppm]

The water status as well as the amount of proline in the first two leaves was monitored for a
whole day, at varying times (1, 3, 6 and 24 h).

Our results show that the water content does not vary during the first 6 hours of stress; it
declines substantially when the stress is extended to 24 h. The relative water content
decreases twice: once before the imposition of the double stress (hydroponics + application
of chromium); a second time after the 6th h. The first decrease is far less marked than the
second, which is more drastic. Between the intermediate times of 1 to 6 hours, the relative
water content is stable and varies little.

In response to the decrease in the relative water content of the first hour, our plants raise
their proline content quite rapidly. This is what ensures the maintenance of the hydric state
of the leaves more or less stable during the first 6 hours. The prolonged constraint in time
drastically reduces the quantity of proline; this is reflected in a more abundant flow of
water.

Key words: Phaseolus vulgaris L. var. El-Djadida; hydroponic culture; chrome; water
content; relative water content; proline.



