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Résumé

Le cuivre est un élément essentiel a la croissance des plantes. Il est impliqué dans de
nombreuses fonctions physiologiques cellulaires de la plante, telles que le transport d’électrons,
la respiration, la photosynthese et le métabolisme des parois cellulaires. Un exces de cuivre
dans le sol peut perturber la croissance des plantes et peut provoquer des effets négatifs sur la
physiologie des plantes. L’objectif de ce travail est 1’étude de 1'effet du cuivre sur comportement
de la féve (Vicia faba L.). A cet effet, deux variétés de la féve (Boussabaa et Sidi Aich) sont
cultivés dans un substrat composé de sable et de terreau (3v/1v) et contaminé par des différentes
doses de cuivre (0, 300, 600 et 900 ppm) sous forme de CuSO4 5H0. Les plantes sont soumises
au stress métallique pendant 70 jours.

Les résultats obtenus ont montré que 1’exces du cuivre dans le substrat de culture affect
la croissance de la feve, provoquant une inhibition des processus de la germination (taux
d’imbibition et élongation radiculaire), des diminutions sur les parametres morphologiques
(réduction du nombre des feuilles, hauteur des tiges et volume racinaires) et les parameétres
physiologiques (teneur relative en eau et teneurs en chlorophylle). De plus, les comportements
anatomiques ont montré une diminution du nombre de faisceaux cribro-vasculaires
comparativement aux témoins.

L’excés du cuivre dans le milieu de culture provoque une phytotoxicité sur la féve, ou
les doses appliquées sont a I’origine des altérations morpho-physiologiques et anatomiques de
la féve.

Mots clé : Cuivre, Vicia faba, sol, germination, morphologiques, physiologiques,

anatomiques, phytotoxicite.



Abstract

Copper is an essential element for plant growth. It is involved in many plant cellular
physiological functions, such as electron transport, respiration, photosynthesis and cell wall
metabolism. Excess copper in the soil can disrupt plant growth and can cause negative effects
on plant physiology. The objective of this work is the study of the effect of copper on the
behavior of the faba bean (Vicia faba L.). For this purpose, two varieties of faba bean
(Boussabaa and Sidi Aich) were grown in a substrate composed of sand and potting soil (3v/1v)
and contaminated with different doses of copper (0, 300, 600 and 900 ppm) in the form of
CuSO4 5H>0. Plants were subject to metal stress for 70 days.

The results obtained showed that the excess of copper in the culture substrate affects the
growth of the faba bean, causing an inhibition of the germination processes (imbibition rate and
root elongation), decreases on morphological parameters (reduction of the number of leaves,
stem height and root volume) and physiological parameters (relative water content and
chlorophyll contents). In addition, anatomical behaviors showed a decrease in the number of
cribro-vascular bundles compared to controls.

Excess copper in the culture medium causes phytotoxicity on the faba bean, or the
applied doses cause morpho-physiological and anatomical alterations of the faba bean.

Key words: Copper, Vicia faba, soil, germination, morphological, physiological,

anatomical, phytotoxicity.
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Introduction

Introduction générale

La contamination de 1’environnement par les éléments métalliques a augmenté durant
les dernieres décennies. Les sources d’émissions métalliques dans 1’environnement sont trés
nombreuses et difficiles a limiter (Souguir et al., 2009). Les métaux lourds sont des éléments
non biodégradables et persistent dans 1’environnement pendant de longues périodes. De plus,
ils sont continuellement rajoutés dans les sols par diverses activités anthropiques.
L’accumulation des métaux lourds dans 1’environnement affecte la santé humaine, animale et

des végétaux (Wang et al., 2003).

Le cuivre (Cu) est un élément chimique de couleur rougeétre présent a I'état naturel dans
les roches, le sol, les sédiments, ’eau, et a faible dose dans l'air. La concentration moyenne du
cuivre dans la croGte terrestre est de 50 ppm (Henckens et Worrell., 2020). Le cuivre est
diffusé dans I'environnement par des phénomenes naturels et anthropiques. Les principaux
types de pollutions anthropiques responsables de 1’augmentation des flux de cuivre, sont : La
pollution industrielle et la pollution liée aux activités agricoles (Les produits phytosanitaires,

les engrais chimiques, les composts et les boues de station d’épuration) (Robert et Just., 1999).

La teneur en cuivre dans les sols non pollués se situe entre 2 et 250 mg Cu kg*(EHC,
1998; Lenoir, 2011). On peut le trouver dans la nature soit sous formes libres dans la cuprite
(88,8 % Cu), soit sous forme d'oxydes et de sulfure, il a considéré comme I'élément le plus
mobile des métaux lourds, il réagit trées facilement avec les surfaces adsorbantes et les

constituants organiques des sols (Kabata-Pandias et Pandias., 1991; Coullery, 1997).

Le cuivre est indispensable pour tous les organismes vivants en faible quantité (Hansch
et Mendel., 2009). Dans le domaine agricole, dés 1930, le cuivre est reconnu comme élément
essentiel pour les végétaux (Alloway, 1995). Il joue un réle important dans divers processus
métaboliques, en participant a la constitution de différentes protéines (Marschner, 1995) et

entre dans la composition de certaines enzymes ou servent de cofacteurs (Yang et al., 2005).

Lorsque la concentration de cuivre augmente dans le sol, sa teneur observée dans les
tissus de la plante peut atteindre des niveaux critiques, variables selon I'espece végétale, a partir
de laquelle apparaissent des symptdmes de phytotoxicité (Marschner, 1995). Cette

phytotoxicité peut inhiber la croissance des plantes ou étre un facteur de stress physiologique
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Introduction

pour le métabolisme de ces derniéres (Ouzounidou et al., 1995). Les symptomes typiques de
la toxicité du cuivre chez les plantes incluent 1’apparition de feuillage vert foncé suivie par
I’induction d’une chlorose ferrique, des racines épaisses, courtes ou barbelées et un
enracinement réduit (Kabata-Pendias et Pendias., 1991). Des teneurs €levées en cuivre dans
le sol inhibe la croissance des racines et diminue le rendement des récoltes (Leteinturier,
2002). Le cuivre devient toxique au niveau de 1’appareil photosynthétique en bloquant le centre
réactionnel du PS II et perturbant la chaine de transport d’¢lectron (Fargasova et al., 1999).
Dans le sol le cuivre réagit avec le fer, ce qui provogue une carence en fer pour la plante
(chlorose). Il réduit I’activité microbienne dans le sol et donc la vitesse de décomposition de la

matiere organique (Leteinturier, 2002).

Cependant, certaines especes poussant sur des sites présentant de fortes concentrations
en ETM ont développé des mécanismes de protection qui leur permettront de tolérer cet exces
en métaux (Punz et Sieghardt., 1993; Marschner, 1995; Larcher, 2003).

La féve est une Iégumineuse annuelle, botaniquement connue sous le nom de Vicia faba
L. (Hanelt et Mettin., 1989). Selon Khaldi et al., (2002), I’espéce Vicia faba comme toutes
les Iégumineuses alimentaires, contribue a I’enrichissement du sol en éléments fertilisants, dont
I’incidence est positive sur les performances des cultures qui les suivent. La féve améliore la
teneur du sol en azote. Les résidus des récoltes enrichissent le sol en matiére organique
(Hamadache, 2003). La féve est une bonne source de protéine et d’énergie. Elle est destiné a

I’alimentation humaine et animale (Wang et al., 2012).

En Algérie, la feve reste la plus importante culture vivriére, il est cultivé essentiellement
au niveau des plaines coticres, de I’intérieur et dans les zones sahariennes. Elle est retenue
surtout pour la consommation humaine, sous forme de gousses fraiches, ou en grains secs. En

cas de fortes productions, I’excédent en grains secs peut étre incorporé dans 1’alimentation du

bétail (Maatougui, 1996).

Le travail présenté consiste en 1’estimation de ’effet du cuivre sur comportement de la
feve (Vicia faba L.).

Notre travail est subdivisé en trois parties : La premiére partie présente la synthése
bibliographique ; la deuxiéme partie est consacrée au protocole expérimental et la derniére

partie aborde les résultats obtenus, discussion et conclusion génerale.
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1.1. Généralité

Le cuivre est parmi les premiers minéraux extraits dans le monde depuis plus de 5 000
ans, n'étant devancé que par le fer dans son utilité (Massey, 1973). La dénomination du cuivre

vient étymologiquement du latin cypriun signifiant « Tle de Chypre », réputée pour ses mille

mines de cuivre (Michel, 2013).

C'est un élément chimique de symbole « Cu », qui se trouve au groupe IB du tableau
périodique. Son numéro atomique est égal a 29 et sa masse molaire est de 63,57 g.mol™
(Bensaada et al., 2011), possédant deux isotopes naturels ; ®3Cu (69,17 %) et ®Cu (30,83 %)

(Emsley, 2003).
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Figure 01 : Classification périodique des éléments (Costa, 2018).
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1.2. Utilisation

« Il est présent dans de nombreux alliages, notamment dans les radiateurs et les
échangeurs de chaleur. Sa bonne conductivité électrique et thermique en font un matériau de
choix en télécommunications, dans le batiment, les transports ou encore le domaine de I'énergie.

« En architecture, le cuivre peut servir comme matériau de couverture étanche sur les
toitures.

Il est employé dans les conduits et les canalisations de gaz pour sa bonne tenue a la
corrosion (Adriano, 2001).

» En agriculture, les composés du cuivre, notamment le sulfate de cuivre, sont utilisés
comme fongicides, pesticides, algicides, compléments nutritionnels dans les aliments pour
animaux et engrais (ATSDR, 2004).

» Le cuivre est homologué en protection des plantes contre diverses maladies, en
particulier les mildious, différentes mycoses, mais aussi diverses bactérioses, en particulier sur

la vigne et les cultures légumiéres (Berriau, 2012).

1.3. Caractéristiques physico-chimiques

Le cuivre est un élément de transition a une densité de 8.92 g/cm3 et un point
d’ébullition de 2 350 °C. Il se trouve naturellement en états d’oxydation : (Cu*), (Cu?*) et, plus
rarement, (Cu®") (Ellingsen et al., 2015). Le métal est peu soluble dans I'eau, les sels ou les
solutions légérement acides, mais il peut étre dissous dans les acides nitrique et sulfurique ainsi

que dans les solutions basiques d'hydroxyde ou de carbonate d'ammonium (EHC, 1998).

Tableau 01 : Principales caractéristiques physiques du cuivre (Lenoir, 2011).

N° atomique 29
Masse atomique 63,546 g/mol
Densité 8.9a8.95 g/cm?®
Pression de vapeur 0,0505 Pa a 1085°C
T° de vaporisation 2567°C
Conductivité électrique 59,6 105 S.M*
Conductivité thermique 401 W.MIK1
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1.4. Origine

1.4.1. Origines naturelles

Le cuivre présent naturellement dans toutes les roches de 1’écorce terrestre, il se trouve
principalement sous forme de minerais sulfurés ou oxydés tels que (la malachite (Cu2COs, la
cuprite (Cu20), Cu(OH) 2), chalcocite (Cu2S) chalcopyrite et (CuFeSy)),...etc.) (Mark et al.,
1978).

La teneur en cuivre dans les différents types des roches sont :

* Roches basiques (basalte, dolérite...) : 100-200 ppm.

* Roches éruptives acides (granite, rhyolite...) : 10-20 ppm.

» Roches métamorphiques (schistes) et certaines roches sédimentaires (argile, loess...) :
30-40 ppm. parfois un peu plus.

» Gres, sables, calcaire : de 3 a 10-15 ppm. (Aubert et Pinta., 1971)

1.4.2. Origines anthropiques

Les principales activités anthropiques responsables a 1’augmentation de flux du cuivre

dans la nature sont:

« Pratiques agricoles dues aux épandages d'insecticides, de fongicides, d'engrais, de boues
résiduaires urbaines ou de composts d'ordures ménageres,...etc.

» Pollution due aux retombées atmosphériques telle que [I'industrie extractive et
métallurgique, pratiques liées a I'incération, utilisation des énergies fossiles et I’activité miniére.

« Stockage de déchets urbains ou industriels dues aux résidus des activités de mines et de
fonderies de métaux, installations de stockage de déchets,...etc. (Abderrazzak, 2012)

« Il est également rejeté intentionnellement dans certains plans d'eau pour contréler la

croissance des algues. (EHC, 1998)
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Figure 02 : Source naturel et anthropique du cuivre dans I’environnement (Robert et

Juste., 1999).

1.5. Niveau du cuivre dans lI'environnement

Le cuivre est le 26°™ élément le plus abondant sur la croute continentale (TAB. 02). La
concentration de cuivre dans l'air dépend de la proximité du site par rapport aux principales
sources telles que les fonderies, les centrales électriques et les usines de traitement des eaux
usees. Il est largement distribué dans l'eau, les niveaux environnementaux de cuivre sont
généralement mesurés en tant que concentrations totales ou dissoutes, ces derniéres étant plus
représentatives de la biodisponibilité du métal. Dans les sediments et les sols, la plupart du
cuivre est egalement sur ou dans les particules, soit en tant que constituant de phases minérales

ou adsorbé a des surfaces d'oxydes ou a de la matiére organique (EHC, 1998 ; Lenoir, 2011).
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Tableau 02 : Concentrations du cuivre dans I’environnement (Lenoir, 2011).

Milieu Concentration

Air 5-50 ng/m?®
Eaux Eaux de mer 0,05-12 pg.L*

Eaux douces 5-30 ug.L*
Sols 2-250 mg .kg*
Sédiments 2-5000 mg .kg™
Roches Roches volcaniques 13-90 mg .kg™*

Roches sédimentaires 5-39 mg .kg*
Croute terrestre 24-70 mg .kg™

1.6. Cuivre dans le sol

La concentration moyenne du cuivre dans le sol est de 30 ppm (avec une fourchette de
2 a 250 ppm), leurs concentrations dépendent de celles des roches-meéres (roches volcaniques
basiques particulierement riches). Dans le sol le cuivre est principalement lié a la matiére
organique ainsi qu“aux oxydes de Mn et de Fe. Mais le cuivre peut étre aussi emprisonné dans
les feuillets des argiles (Adriano, 2001).

Dans les particules solides du sol, le cuivre peut étre complexé a la matiére organique,
aux hydroxydes et oxydes de manganése, de fer ou d’aluminium et sur les sites négatifs des

argiles, ou précipité notamment avec des carbonates (Bravin, 2008).
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Figure 03 : Phases porteuses de cuivre dans le sol (Juste, 1995).

1.6.1. Mobilité du cuivre dans le sol

La mobilité des métaux est définie comme «la capacité d’un métal a passer de

compartiments du sol ou il est fortement retenu vers ceux ou il est moins énergiquement retenu,

le compartiment ultime étant la solution du sol » (Bravin, 2008).

Dans le sol, le Cu se complexe rapidement a de nombreux éléments qui vont limiter sa

mobilité. La répartition du cuivre entre la phase solide et la solution du sol dépend de la

composition organique et minérale des sols et de leurs propriétés physicochimiques comme le

pH, la température, et I’humidité (H) (Monnier, 2014).
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Figure 04 : Mobilité de cuivre dans le sol (Babich et Stotzky., 1980).

1.6.2. Biodisponibilité du cuivre

La biodisponibilit¢ est définit comme « I’aptitude d’un métal a passer d’un
compartiment du sol a I’intérieur d’un organisme vivant (plante) » (Navel, 2012), la
biodisponibilité d’un métal dépend essentiellement a sa spéciation chimique en solution et des
conditions physico-chimiques du sol qui sont susceptibles de modifier cette spéciation vers des

formes chimiques plus ou moins assimilables (Alloway, 1995).
1.6.3. Facteur de biodisponibilité

La disponibilité de cuivre dans le sol dépend de leur spéciation et de leur répartition
entre la phase solide et la solution du sol. Elle va donc dépendre des processus (adsorption /

désorption, précipitation / dissolution, complexation / dissociation de complexes) et des

propriétés chimiques du sol et de la solution du sol qui gouvernent la répartition de cuivre
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(Peijnenburgetal., 1997 ; Sauvé et al., 2000 ; Rieuwerts et al., 1998 ; Peijnenburg et Jager.,

2003) (Fig. 05).

solution du sol

‘ phase solide

-

A precipitation

[Cu2+] [PE—— 3 pH
[CU-Lingegl
PR A pH
[Cu L°f9]*-——-—~_~ 2 [COD]

<__ complexation =

Figure 05 : Facteurs chimiques gouvernant la disponibilité environnementale de Cu

(McBride et Bouldin., 1984 ; Peijnenburg et al., 1997 ; Sauvé et al., 2000).

1.7. Cuivre dans la plante

Le cuivre est I'un des sept micronutriments (Mn, Zn, Cu, Fe, Mo, B et CI) essentiels a

la croissance des plantes (Adriano, 2001). Le cuivre est impliqué dans de nombreux processus

physiologiques cellulaire et constitue un cofacteur essentiel pour de nombreuses
métalloprotéines (Yruela, 2005). Il n'est requis qu'en trés petites quantités ; 5 a 15 ppm dans

les parties aériennes sont suffisantes pour une croissance normale, (Fig. 06). Au-dela du seuil

de toxicité de 15-30 mg kg—1 dans les parties aériennes, Cu peut étre phytotoxique (Marschner,

1995; Reuter et Robinson., 1997).
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Figure 06 : Croissance des plantes en fonction des différents niveaux de cuivre
(Reuter et Robinson., 1997).

1.7.1. Absorption du cuivre

Le cuivre est prélevé en faible quantité par la plante, dans les tissus racinaires, le cuivre
est presque completement sous forme complexée mais il est probable qu’il pénetre a 1’état
élémentaire dans les cellules de la racine. Le prélevement du cuivre par la plante est un
processus actif, affecté par des inhibiteurs métaboliques (Saur, 1990). La forme libre de cuivre

est absorbée par les racines conformément a la théorie de 1’ion libre (Adriano, 2001).

1.7.2. Translocation du cuivre

Le cuivre est excrété par les cellules racinaires dans les vaisseaux du xyléme et du
phloéme sous forme anionique complexée (Claire-Emmanuelle, 2007). Lors de la
translocation vers la partie aérienne, le cuivre serait principalement transporté dans le xyleme
complexé par des acides amines (histidine, voire nicotianamine) et des acides organiques
(citrate) (Puig et Penarrubia., 2009). Les mouvements du cuivre dans la plante sont
généralement assez faibles. La mobilité dépend principalement des teneurs dans la plante mais

aussi de I’intensité du métabolisme azoté (Loué, 1993).
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1.7.3. Réle du cuivre

Le cuivre est un micronutriment requis en trés petites quantités par les plantes.
(Marschner, 1995; Larcher, 2003). Le cuivre est un élément important de la photosyntheése,
de la respiration, du glucose, des protéines et du métabolisme des parois cellulaires (Kabata et
Pendias., 1992; Mengel et Kirkby., 2001).

Il est nécessaire pour les activités correctes de diverses enzymes dans les plantes ainsi
que pour la synthése de la chlorophylle et la production de graines. La présence de Cu est
étroitement liée a la production de la vitamine A, et est cruciale pour la réussite de la synthése
des protéines (Oorts, 2013).

Les principales protéines associées au cuivre sont (Marschner, 1995) :

» Laplastocyanine: Protéine participe a la chaine de transport des électrons au cours de la
photosynthése.

» Le superoxyde dismutase : Responsable de la détoxification de radicaux libres
(superoxydes).

» Le cytochrome oxydase : Oxydase terminale de la chaine de transport d’électrons dans
les mitochondries.

» L’ascorbate oxydase : Catalyse les réactions d’oxydation de 1’acide ascorbique.

» Les péroxydases et les phénols oxydases : Enzymes joue un rdle dans la synthése des
plastocyanines et de la lignine.

1.7.4. Carence du cuivre

La croissance de la plante est séverement réduite, dans le cas de carence de cuivre, les
concentrations en Cu dans la plante sont inférieures a un seuil de 2-5 mg /kg, suivant les espéces

végeétales et I'état de développement de la plante (Marschner, 1995).

La carence en cuivre réduit le transport d'électrons du photosysteme | (PSI) (Shikanai
et al., 2003) en raison de la diminution de la formation de plastocyanine, qui est le principal
site cible de la carence en cuivre dans la photosynthése. La carence en cuivre entraine la
désintégration des membranes thylakoides des chloroplastes ainsi qu'une diminution de la

teneur en pigments (chlorophylles et caroténoides), une réduction de la synthese de la
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plastoquinone et une baisse de la teneur en acides gras insaturés en C18 (Droppa et al., 1987;
Henriques, 1989).

1.7.5. Toxicité du cuivre

La toxicité de Cu sur les plantes se manifeste sur le systéme racinaire (la rhizotoxicite)
et parfois par une déficience induite en Fe. Par ailleurs, sa toxicité altéré I’intégrité des
membranes plasmiques des cellules racinaires et affecter la perméabilité membranaire
provoquant ainsi la perte d’ions et de solutés (Kabata-Pendias et Pendias., 1992; Marschner,
1995).

1.7.6. Effet du cuivre sur la morphologie des plantes

Les concentrations excessives de Cu ont des effets importants sur la croissance des
plantes. La toxicité du Cu affecte la croissance et la morphologie de la plante, il s'accumule

dans I’organe racinaire et peut étre transféré au partie aérienne (Yang et al., 2015).
a) La partie racinaire

La rhisotoxicité de cuivre peuvent provoque une diminution de I'absorption de I'eau et
les nutriments par les racines et inhibition de la croissance des racines (Sheldon et Menzies.,
2005 ; Kopittke et al., 2011).

Un niveau élevé de cuivre dans le sol induit un épaississement et d’une coloration brune
des racines, et une diminution de la ramification et du nombre de poils racinaires et de
1’élongation racinaire globale (Sheldon et Menzies., 2005). Les effets de la toxicité de cuivre
sur 1’élongation racinaire due a la liaison de cuivre avec des composes pectiques des parois
cellulaires, qui augmente la rigidité des parois cellulaires et déplace les cations basiques (Ca®*),

diminuant ainsi I’expansion cellulaire et donc 1’¢longation racinaire (Michaud, 2007).
b) La partie aérienne

L'effet du Cu a été observé a différents stades de croissance et de développement des
plantes, de la germination des graines a la sénescence. En fonction du niveau de Cu et du stade

de croissance de la plante testée, l'excés de Cu provoque des changements phénotypiques
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considérables et affecte significativement les plantes sensibles au Cu (Muccifora et Bellani,
2013).

L'excés de Cu réduit le nombre de feuilles, la biomasse et empéche I'élongation des
racines et des pousses des plantes, ce qui peut étre dd a son interférence dans la division et
I'élongation des cellules (Gang et al. 2013). Les plantes souffrant de la toxicité du Cu
apparaissent rabougries, généralement de couleur bleuétre, et finissent par devenir jaune ou
brun. La présence de Cu dans le sol a des taux élevés, réduit considérablement la productivité

des plantes et le rendement des cultures (Rizwan et al. 2016).

1.7.7. Effet du cuivre sur la physiologie des plantes

Le cuivre peut affecter la biosynthese de 1’activité photosynthétique, en modifiant la
composition en pigments chlorophylliens et en protéines des membranes photosynthétiques.
L’exceés de cuivre affect la composition des membranes des chloroplastes et des thylakoides,
déclenche un stress oxydatif dans les cellules et diminue la teneur en pigments
photosynthétiques, provoque une peroxydation lipidique et une dommage d’ADN
(Maksymiec, 1997; Vassilev et al., 2003; Gonzalez et al., 2013).

1.7.8. Effet du cuivre sur la germination des plantes

La germination est le stade physiologique le plus sensible d’une plante et il est régulée
par plusieurs interactions hormonales et facteurs environnementaux. De plus, ce stade est plus
sensible a la pollution de cuivre en raison du manque de certains mécanismes de défense (Liu
et al., 2012). Dans des sols contaminés en Cu, la germination est plus lente (Kumpiene et al.,
2006). Lors d’une exposition des graines au cuivre, des diminutions du contenu en huile, de la
concentration en protéines, en méthionine, en carbohydrates, en lipides et une augmentation des

phénols se produisent (Malan et Farrant., 1998, Khurana et al., 2006).

1.7.9. Production des ROS

Les plantes sont constamment soumises a des variations environnementales, ces
changements peuvent engendrer un stress oxydant pouvant entrainer leur mort par la production
de formes réactives de I'oxygene, les ROS sont généralement considérés comme des molécules
phytotoxiques (Claire et al., 2008).
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Les ROS sont produits dans des conditions normales et stressantes a différents endroits
dans les chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes, les membranes plasmiques et la
paroi cellulaire. En présence de lumiére, les chloroplastes et les peroxysomes sont les
principales sources de production de ROS, tandis que la mitochondrie est le principal

producteur de ROS dans des conditions d'obscurité (Choudhury et al., 2013).
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11.1. Généralités

La féeve (Vicia faba L.) est une légumineuse a grain riche en protéines appartenant a la
famille des Fabaceae, cultivée depuis longtemps dans la zone tempérée de I'némisphére nord.
Parfois aussi appelée féve ou féverole, elle est principalement récoltée sous forme de graines
seches pour l'alimentation humaine ou animale, ses graines ou gousses fraiches peuvent
également étre utilisées comme légumes (Duc et al., 2015). Des restes de ce plant ont été
trouvés a « Palestine » et qui remontent & 6000 ans (Cuberoj, 2011).

11.1.1. Production mondiale

La production mondiale de la féve en 2019 a atteint 5,43 millions de tonnes métriques.
Les principaux pays producteurs sont la Chine (1 740 945 t), I’Ethiopie (1 006 752 t) et le
Royaume-Uni (547,800 t) classée dans la troisieme position (FAO, 2020).

11.1.2. Valeurs nutritives
La feve (Vicia faba L.) est une importante plante alimentaire, elle compte parmi les

plantes les plus nourrissantes (TAB. 03).

Tableau 03 : Valeurs nutritives de la feve (Vicia faba L.) pour 100 g de graines séches

(FAO, 2016).
Energie | Protéine | Matiere | Fibres | Glucide | Fe Mg P K Zn Cu Vit
(Kcal) | (9) grasse | (9) (9) (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | B9
(9 (ng)
300 26,1 1,8 1,8 31,7 6,1 191 | 506 1080 | 3,1 0,82 | 423
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11.2. Classification

Tableau 04 : Classification de la feve (Vicia faba L.).

Classification classique

Selon Dajoz, (2000), la feve est classee
comme suit :

Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Série Calciflores
Ordre Rosales
Famille Fabacées
Sous famille Papilionacées
Genre Vicia

Espece Vicia faba L.

Vicia faba L., est une espéce dont la classification préte encore aujourd'hui a discussion.
Un consensus est cependant généralement trouvé sur la classification de Muratova, (1931) qui
subdivise l'espéce en deux sous espéces, paucijuga et eu-faba. Dans le groupe eu-faba, cette
classification distingue trois variétes botanique :(Gallais et Bannerot., 1992) :

* Vicia faba major
* Vicia faba minor

* Vicia faba equina
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11.3. Caractéristique morphologique

La féve est une plante partiellement allogame avec un nombre de chromosomes inférieur
(2n =2x =12) a celui des autres especes du genre Vicia (Wang et al., 2012). Elle est une plante

herbacee annuelle, robuste, grimpante, qui peut atteindre une hauteur de 1,7 métre (Chaux et

Foury., 1994).
T h“h
| Feuille |3

e

M,"-,:‘

1 =7/

f: Racine 5
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Figure 07 : Différentes parties morphologiques de la féve Vicia faba L.

a) Racines
La feve contient une racine principale et des racines secondaires, qui sont denses dans

les 30 premiers cm du sol. Les racines de la féeve possédent des nodules a I’intérieur desquelles
des cellules géantes servent d’abri a une bactérie symbiotique, appartenant a I’espéce
Rhizobium leguminosarum (Duc, 1997).
b) Tige
D'aprés Peron, (2006) la tige de la féve est simple, creuse, peut atteindre une longueur

de 1.8 m.
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c) Feuilles
Les feuilles sont composées de deux ou trois paires de folioles opposées de forme ovale
et de couleur verte glaugue (Chaux et Foury., 1994).
d) Fleur
Les fleurs, longues de 2 a 3 cm, ont une structure typiquement papilionacée. Elles
peuvent étre entierement blanches, brunes ou violettes avec un point noir sur les ailes
zygomorphes et hermaphrodites, a pollinisation entomophile. Sa floraison dépend de la
photopériode et de la température (Duc, 1997).
e) Fruits
D'apres Couplen et Marm., (2009), les fruites sont de longues gousses vertes de 10 a
20 cm de long, contenant entre 4 a 9 graines.

11.4. Cycle de développement

Le cycle de développement de cette plante est estimé par cing mois (Chaux et Foury.,

1994) par six stades dans une période végétative courte (Planquaert et Girard., 1987).

) as Début Pleine floraison Fin floraison
Levée | o0 ines Sl Rcakicn Fleurs+gousses (grossissement maturité
ptates des gousses)

Figure 08 : Cycle de développement de la feve (Simonneau et al., 2012).
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11.5.Exigences de la culture

11.5.1. Exigences pédologiques

Selon Chaux et Foury., (1994), la féve est exigeante de 1’eau dans les premiers stades
de leur développement (floraison et formation des gousses). D’autre part, la feve ne présente
pas d’exigence spécifique au regard de la nature des sols (Chaux et Foury., 1994). Cependant,
la préférence est donnée au sol sablo-argileux humifié et bien ensoleillé a un PH neutre a
Iégerement alcalin (7-8,3) (Peron, 2006).

11.5.2.Exigences climatiques

La féve se comporte comme une plante de jour long qui se traduit par une exigence
importante en luminosité (Laumonier, 1979). Sa température optimale pour de croissance se
situe aux environs de 20 °C (Foltete, 2010), elle supporte les faibles gelées ne dépassant pas
-3°C, par contre les températures supérieures a 25°C sont néfastes pour la feve (Chaux et
Foury., 1994).

11.6.Intéréts de la feve

11.6.1.Intérét agro-economique

La féve contribue a ’enrichissement des sols en éléments fertilisants. (Khaldi et al.,
2002). Les racines de Vicia faba L. vivent en symbiose avec des bactéries du genre Rhizobium,
leur permettant de fixer 1’azote atmosphérique et d’enrichir le sol en azote, ce qui réduit la

dépendance des agriculteurs vis-a-vis des engrais chimiques (Sillero et al., 2010).

V. faba L. joue un réle importante dans la rotation des cultures améliorant ainsi la
fertilité du sol et réduisant ’incidence des mauvaises herbes, des maladies et des insectes
ravageurs (Lopez et al., 2005). 1l est utilisé pour I'alimentation du bétail en graines concassées
(pour I'engraissement) (Maatougui, 1996).
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11.6.2.Intérét en écotoxicologie

La feve est une plante trés sensible a la pollution du sol, facile a se procurer et a faire
germer, ce qui en fait un modéle végétal trés utilisé aux études d’écotoxicologie, de plus, la
simplicité de son caryotype permet de réaliser un grand nombre d’études de mutagenése (Sang
et Li., 2004). La grande quantité d’ADN contenue dans son noyau (Bennett, 1976), la rend trés

sensible aux molécules génotoxiques (Ferrara et al., 2004).
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Partie Il

Matériels et méthodes

I.1. Objectif

Notre travail consiste a étudier 1’effet du cuivre sur le comportement physiologique,

morphologique et anatomique de la féve (Vicia faba L.).

L’expérimentation est conduite sous une serre automatisée au niveau de centre

université de Nadma, et les analyses sont réalisées au niveau de laboratoire de I’écologie au sein

de la méme université.
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Serre automatise de centre universitaire de Naama.
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1.2. Matériel végétal

Le matériel vegétal utilise est composé de deux variétes locales de la feve (Vicia faba
L.) ; Boussabaa (A) et une féverole Sidi Aich (B).

Le choix de la feve (Vicia faba L.) est basé sur les caracteres suivants :

+ Croissance rapide.
 Capacité importante de la germination.
» Biomasse importante.

 Plante utilisée pour les études éco-toxicologiques.

Figure 10 : Deux variétés locales de la feve (Vicia faba L.) (A) Boussabaa, (B) Sidi
Aich.

1.3. Essai 1 : Test de germination

Dans le but d’évaluer I’effet du cuivre sur la germination des graines de la féve, un test

de germination a été réalisé sous différentes concentration de Cu SOa.
1.3.1. Conduite de P’essai

Les graines de Vicia faba L. sont désinfectées par un lavage avec 1’eau de javel (4%)

pendant 5 min, puis rincées plusieurs fois a 1’eau distillée pour éliminer I’eau javel. Les graines
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de la féeve (A et B) sont placées dans des boites de pétri, contenant deux couches de papier filtre
imbibé avec des différentes concentrations de cuivre (CuSO4) (Come, 1970).

Les graines sont mises a germer selon quatre traitements de cuivre (0, 300 ,600 ,900
ppm), soit 04 répétitions par traitement a 1’obscurité et a 25°C (Fig. 11).

Figure 11 : Etapes de germination des graines de la féve dans différentes

concentrations de cuivre.

a) Taux d’imbibition

Les graines issus des différents traitements (0, 300, 600, 900ppm) sont pesées chaque 6
heures et pendant 48 heures de la mise en germination.

b) Longueur de la radicule

La longueur de la radicule est mesuré (en mm) chaque 24 heures et durant cing jours.
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1.4. Essai 2 : Effet de cuivre sur la croissance de la feve

Cet essai a été réalisé dans la serre expérimentale de I'université de Naama.

1.4.1. Conduit de I’essai

a) Germination

Les graines de Vicia faba L. sont triées et stérilisées dans 1’eau de javel pendant 5 min,
puis rincees plusieurs fois a I’eau distillée. Ensuite, disposées dans les boites de pétri et mises
a germer entre deux couches de papier filtre imbibé quotidiennement par de I’cau distillée. Les

boites de pétri sont maintenues a I'étuve a 25°C pendant huit jours.
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\\ @

1-Triage des graines de 2- Stérilisation et ringage des

Vica faba L..

graines de la feve.

3-Disposées les graines de la feve

dans les boites pétries.

4- Disposées les boites

pétries dans I'étuve de 25°C.

5- Germination des graines.

Figure 12 : Stades de germination des grains de Vicia faba L.
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b) Préparation de substrat

Le substrat de culture utilisé est constitué¢ d’un mélange de sable et du terreau industriel

(Trois volumes de sable / un volume de terreau).
Avant d’utiliser le sable, il subit une déminéralisation qui a été faite comme suite :

« Tamisage avec un tamis pour obtenir un sable fin.

» Lavage a I’eau de robinet.

» Trempage dans une solution de 1’esprit de sel dilué dans I’eau distillée pour eliminer les
sels.

» Lavage plusieurs fois a 1’eau distillée et séchage a I’air libre.

Figure 13 : Préparation de substrat de culture utilisé dans I’expérimentation.

(A) Tamisage, (B) lavage, (C) séchage, (D) préparation de substrat de culture.
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c) Remplissage des cylindres

Les cylindres de culture utilisés a une longueur de 30 cm et 19.5 cm de diametre, chaque
cylindre a été rempli par 6 kg de substrat sec et installés dans la serre jusqu’a la fin de

I’expérimentation.

Figure 14 : Installation des cylindres dans la serre.

d) Plantation

Les graines germées sont semées dans les cylindres de culture a une profondeur de 3 cm

puis arrosées avec de I’eau.
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Figure 15 : Plantation des graines germees.
e) Application de stress métallique

Le stress métallique sous forme des solutions de CuSQO4, 5H20 a été appliqué a la plante

apres 10 jours de la plantation.

Les concentrations appliquées sont ; 0, 300, 600 et 900 ppm, chaque concentration a été

répétée 04 fois pour les deux variétés de la féve. Le nombre total des plantes dans cette

expérimentation est de 32 plantes (stressées et témoins).

A : Mensuration des différentes
concentrations de (CuSQO4, 5H20).
B : Préparation des différentes
solutions de 1’expérimentation.

C : Application du stress
métallique.

Figure 16 : Application du stress métallique.
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f) Irrigation

L’irrigation avec de 1’eau et une solution nutritive est effectué périodiquement pour

maintenir le substrat de culture a la capacité de rétention maximale.

L'irrigation se fait deux a trois fois par semaine selon la capacité de rétention. La
solution nutritive ACTIFEG puissance 20 est ajoutée une fois chaque trois irrigations (TAB.

05) avec une concentration de 5g/I.

Tableau 05 : Composition chimique de la fertilisante « Actifeg ».

Elément chimique Quantité
N 20 %
P205 20 %
P205 20 %
S 3.8%
MgO 0.2%
Mn 80 ppm
Fe 49 ppm
Cu 56 ppm
Zn 55 ppm
Mo 04 ppm
B203 96 ppm

e (Capacité de rétention de I’eau

La capacité de rétention est la différence entre le poids d’un cylindre contenant de
substrat sec (P1) et le poids (P2) aprés une irrigation de saturation décanté pendant 24h, qui

égale a 200 ml.

g) Dispositif expérimental

Les cylindres sont placés selon 04 niveaux de traitement de chaque variété avec 4
répétitions.
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Deux facteurs ont été étudiés dans cette expérimentation, le facteur « dose de cuivre »
et le facteur variétal « type de variété »

Boussabaa (V1) Sidi Aich (V2)

N [ D0 | Dl | D2 | D3 N[ Do | Dl |D2] D3
RLY ¥ ¥ Y RUVYL T YV Y
RIYIY ¥ ¥ RIYIY| V] Y
RILYI ¥ ¥ REVYL Y Y Y
RV Y| Y RIYTIY Y Y

Doses de Cu SO4 : DO : 0 ppm. D1 : 300 ppm. D2 : 600 ppm. D3 : 900 ppm.
R1 : répétition N° 1. R2 : répétition N°2. R3 : répétition N°3. R4 : répétition N°4.
Tableau 06 : Dispositif expérimental adopté.

T

Boussabaa (V1) l(’_ \;4 A ,\r ’.
& ‘\. :

Figure 17 : Dispositif expérimental.
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h) Paramétres mesures

v' Parameétres morphologiques

Le nombre des feuilles et la hauteur des tiges (cm) de chaque plante ont été mesurés a la

fin de I’expérimentation.

Les cylindres sont vidées de leur contenu et les racines sont récupéré et soigneusement

lavés. Le volume racinaire (ml) est déterminé par immersion dans une éprouvette graduée.

v' Parameétres physiologiques

e Teneur relative en eau (TRE)

Selon la méthode de Barrs, 1968. La feuille est coupée a la base du limbe et pesée
immediatement pour obtenir le poids frais (PF). Ensuite, ce feuille est mise dans un tube
a essai rempli d'eau distillée dans un endroit frais (a l'obscurité). Apres 24 h, la feuille
est passée dans un papier buvard pour absorber l'eau de la surface et pesée afin de
déterminer le poids de la pleine turgescence (PT). Enfin, la feuille est mis a I'étuve (105
°C pendant 24 h) et pesée pour obtenir le poids sec (PS).

La teneur relative en eau des feuilles de la feve est déterminer par la formule de
Clarke et McCaig., (1982) :

TRE (%) = [(PF-PS) / (PT- PS)] x 100
e Teneur en chlorophylle

La chlorophylle est déterminé par chlorophylle metre CCM-200plus, c’est un appareil
portable affiche directement la teneur en chlorophylle des feuilles. Le chlorophylle métre est

calibré pour mesurer la teneur en chlorophylle en umol / m? (Parry et al., 2014).
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Figure 18 : Chlorophylle métre CCM-200plus.
v' Parametres anatomiques

Les coupes anatomiques sont réalisées sur les tiges de la féve. Une partie de tige (1cm)
est prélevée et fixée dans un fixateur composé d’un mélange d’acide acétique et d’éthanol a des
proportions respectivement 3/17 durant 24 heures. Ensuite, les échantillons sont lavés avec de
I’eau pendant 24 heures. Enfin les échantillons sont déshydratés par passage dans des

concentrations croissantes d’éthanol (50%, 70%), et conservés dans 1’éthanol a 70%.

Les coups anatomiques sont realisées a main levée sous un stéréo microscope, puis

colorés par un double colorant (vert de méthyle et rouge Congo) et observé par un microscope.

Les mesures ont porté sur le nombre de faisceaux cribro-vasculaires (Fig. 22).
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Faisceaux cribro-vasculaires

Figure 19 : Coupe anatomique sur la tige de la feve (faisceaux cribro-vasculaires) (A)
Boussabaa, (B) Sidi Aich.

1.5. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel STAT BOX. Une analyse
de variance (ANOVA), et comparaison des moyennes par le test de NEWMAN-KEULS (P =

5%) ont été utilisées.

Page | 34



Partie 11 Matériels et méthodes

Materiel végétale
Graines de Vicia faba .L

!

<:|<:
\ —

[ | |: Dans la serre

- - Dans laboratoire

I<j

{1 {1 {1 .y

Test de germination Paramétres morphologiques Paramétres physiologiques Paramétres anatomiques
v" Nombre des feuilles

v' Hauteur des tiges. v’ Teneur en chlorophylle. -

Figure 20 : Schéma général de protocole expérimental.
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I. Résultats
I.1. Effet du cuivre sur la faculté germinative
I.1.1.Taux d’imbibition

Tableau 07 : Analyse de la variance des paramétres étudiés

Probabilité
Paramétres étudiés

Doses de cuivre Variétés
Longueur des radicules OFx** 0,00028***
Nombre de feuilles O*** 0,68509NS
Hauteur des tiges Q*** 0,06784NS
Volume racinaire O*** 0,05453NS

Teneur relative en eau (RWC) Q*** 0.015***
Teneur en chlorophylle 0,00002*** 0,38449NS
Nombre de faisceaux cribro-vasculaire 0,00015*** 0,00359**

NS: Non significative ***: Trés haute significative ~ ** : Haute significative  *: Significative

Les résultats des taux d’imbibitions montrent une variation comportementale entres les
deux variétés testées. L’application de cuivre provoque de nettes variations des taux d’imbibition
des graines de Vicia faba ; Boussabaa (A) et Sidi Aich (B) (Fig. 21). On observe également une
stabilisation d’imbibition au bout de 12 h de mise en germination chez la variété Boussabaa (A),
et au bout de 24 h chez la variété (B).

Chez la variété Boussabaa (A), le taux d'imbibition aux graines témoin est plus éleve par
rapport aux autres doses. L’addition de cuivre au milieu de germination (300 et 900 ppm)
provoque une diminution du taux d'imbibition par rapport au témoin, particulierement au cours
de la premiere période (24 heures), ou I’abaissement du taux d’imbibition atteint a 17.94 % et
19.23% aprés 12 heures respectivement par rapport au témoin. Par contre, 1’addition de cuivre a

600 ppm, provoque une diminution importante du taux d'imbibition par rapport au témoin.

Chez la variété (B), I’application de différentes doses de Cu au cours de la 1* période (0
a 18 heures) provoque des variations tres distinctes des taux d’imbibitions des graines. Tandis
que, I’accroissement de doses de CuSQO4.5H20 a augmenté le taux d’imbibition aprés 18 heures
de la mise en germination. Au cours de cette période, on remarque des augmentations importantes

du taux d'imbibitions aux doses de 600 et 300 ppm par rapport au témoin. Cependant, Au bout
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de 48 h, les augmentations respectives du taux d’imbibition des graines s’évaluent a 10% et 40%

dans les traitements 300 et 600 ppm (Fig. 21).

=@==Témoin ={l=(300ppm) A =¢—Témoin  =fll=(300ppm) B
(600ppm) === (900ppm) == (600ppmM) ==x=(900ppm)
1.6 -
5 -
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0.4 -
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Figure 21 : Effet du cuivre sur I’évolution du taux d'imbibition en fonction du temps

(heures) chez les deux variétés de la feve.
1.1.2. Longueur de la radicule

La figure 22 représente 1’évolution de la longueur des radicules chez les deux variétés de
la féve en fonction du temps pour I’ensemble des traitements (0,300, 600 et 900 ppm).
Les courbes montrent un ralentissement de la cinétique de la croissance des radicules en

fonction de I’augmentation des doses de cuivre.

La cinétique de croissance maximale est enregistrée chez les plantes témoins des deux
variétés de la feve. Chez la variété Boussabaa (A), les graines stressées au CuSOa a des doses de
600 et 900 ppm évoluent tres lentement par rapport aux témoins. Par contre le traitement a 300
ppm de cuivre provoque un faible ralentissement de la croissance des radicules. Ainsi, chez la
variété (B), I’application croissante des doses de 300, 600 et 900 ppm retard considérablement

I’¢longation des radicules par rapport au témoin.
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Figure 22 : Effet du cuivre sur I’évolution de la longueur des radicules en fonction du

temps (jours) chez les deux variétés étudiées.

a) Longueur de la radicule finale

Les résultats moyens (Fig. 23), montrent que les concentrations de Cu affectent
significativement la longueur des radicules finales (apres 05 jours) (P<0.001).

Chez la variété Boussabaa (A), la diminution de la longueur des radicules est faible a la
dose de 300 ppm, on observe un abaissement de 15.48% par rapport au témoin. Par contre les
applications des doses de 600 et 900 ppm provoquent respectivement des diminutions de 61.27%
et 69.69%, de la longueur des radicules par rapport au témoin.

Chez la variété B (la féverole), on observe des diminutions significatives de la longueur
des radicules chez les graines traitées par les doses de 300 et 600 ppm, ces diminutions sont de
I’ordre de 61.84% et 59.03% respectivement par rapport au témoin. Par contre les plantes
germées a la dose de 900 ppm, leurs long radiculaire sont diminue fortement (74.29% par rapport
au témoin) (TAB. 08).
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Tableau 08 : Longueur des radicules finales (cm) des deux variétés de Vicia faba L.

eXpOoses au cuivre.

Bossabaa (A) A Sidi Aich (B) B
Longueur dela Longueur dela
Dose de Cu radicule (cm) Evolution (%) radicule (cm) Evolution (%)
oA 7.425+1.93 / 6.225+0.66 /
3008 6.275+0.88 -15.48% 2.375+1.41 -61.84%
600 ¢ 2.875+0.25 -61.27% 2.55+0.83 -59.03%
900°¢ 2.25+0.36 -69.69% 1.6+0.54 -74.29%

A, B et C: Groupes homogénes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 1).

10 +

M Boussabaa

= Sidi Aich

Longueur de radicule finale (cm)
(93]

0 300 600 900 Cu (ppm)

Figure 23 : Effet du cuivre sur la longueur de radicule finale des deux variétés de la

feve.

1.2. Effet du cuivre sur les paramétres morphologiques de Vicia faba L.

1.2.1. Nombre des feuilles

Nos résultats révelent (Fig. 24), que le nombre de feuilles est affecté par ’excés de cuivre
dans le milieu de culture, ou I’effet de « dose de cuivre » est trés haut significative (P<0.001).
Tandis que le facteur «type de variété » provoque un effet non significative (P>0.05) sur le
nombre de feuilles (TAB. 07).
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Chez la variété Boussabaa (A), le nombre des feuilles des plantes témoins et les plantes
stressées par 300 ppm sont identiques. Par contre, 1’ajoute des concentrations de 600 et 900 ppm

provoquent des réductions de 5.88% et 29.41% de nombre des feuilles.

Chez la variété (B), I’ajoute des doses de 300 et 600 ppm entraine une régression de
11.7% et 17.02% de nombre des feuilles respectivement, par rapport au témoin. En revanche, les

plantes qui recoivent la dose de 900ppm sont mortes (TAB. 09).

Tableau 09 : Nombre des feuilles des deux variétés de Vicia faba L. exposes au cuivre.

Bossabaa (A) Sidi Aich (B)
Nombre des Nombre des
Dose de Cu feuilles Evolution (%) feuilles Evolution (%)
0A 17+0.81 / 23.5+1.29 /
3004 17+0.81 00% 20.75+1.25 -11.7%
6004 16+0.81 -5.88% 19.5+1.29 -17.02%
9008 12+8.04 -29.41% 00+00 00%

A et B : Groupes homogenes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 2).

N
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Nombre de feuilles
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(6]
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0 300 600 900 Cu(ppm)

Figure 24 : Effet du cuivre sur le nombre de feuilles des deux variétés de la feve.
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1.2.2. Hauteur de tige

La figure 25 représente les chiffres moyens de la longueur des tiges chez les deux variétés

(A et B) de la feve traitées par différentes doses de cuivre.

La longueur des tiges de la féve et la féverole (A et B) est diminué en fonction de
I’augmentation des concentrations de cuivre, ou I’effet de ce facteur est hautement significatif

(p=0) sur I’¢élongation de la tige (TAB. 07).

Les évolutions obtenues de la hauteur des tiges chez la variété (A) sont faibles a la dose
de 300 et 600 ppm, on observe respectivement des abaissements de 3,77% et 9,43% par rapport
au témoin. Alor que, I’application de 900 ppm provoque une diminution de 19,62% de la hauteur

de la tige par rapport au témoin.

Chez la variété B (la féverole), on observe également des évolutions régressives faibles
de la hauteur des tiges aux concentrations de 300 et 600 ppm, soit des diminutions de 3,59% et
8,74%, respectivement par rapport au témoin. Dans la dose 900 ppm, les plantes sont mortes
(TAB. 10).

Tableau 10: Hauteur de la tige (cm) des deux variétés de Vicia faba L. exposés au cuivre.

Bossabaa (A) Sidi Aich (B)
Hauteur de tige Hauteur de tige
Dose de Cu (cm) Evolution (%) (cm) Evolution (%)
0A 66.25+0,95 / 97.25+7.5 /
3004 63.75+1.89 -3.77% 93.75+7.54 -3.59%
6004 60+4.54 -9.43% 88.75+2.06 -8.74%
9008 53.25+36.72 -19.62% 00+00 00%

A, B : Groupes homogeénes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 3).
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Figure 25 : Effet du cuivre sur la hauteur de la tige des deux varietés de la feve.
1.2.3. Volume racinaire

Le volume racinaire est diminué au fur et a mesure que les concentrations de cuivre (Cu
SO4) éleves (Figure 26), cette diminution est hautement significatif sous I’effet du cuivre
(p<0.001) (TAB. 07).

Variété Boussabaa (A) :

Le volume racinaire a subi une faible diminution a la dose de 300 ppm (1.6% par rapport
au témoin). Par contre, les traitements avec les concentrations de 600 et 900 ppm provoquent des
fortes diminutions du volume racinaire, on constate des régressions de 26% et 46%

respectivement par rapport au témoin.
Variété (B) (la féverole) :

A la concentration de 300 ppm, le volume racinaire a subi une légére régression de 3,92%
par rapport au témoin. Par contre, a la dose de 600 ppm, on remarque une diminution de 25,49%

(par rapport au témoin). Dans la dose 900 ppm, les plantes sont mortes (TAB. 11).
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Tableau 11 : Volume racinaire (ml) des deux variétés de Vicia faba L. exposés au cuivre.

Bossabaa (A) Sidi Aich (B)
Dose de Cu Volume Volume
racinaire (ml) Evolution (%) racinaire (ml) Evolution (%)
oA 62.5+11.9 / 63.75+9.46 /
3004 61.5+5.97 -1.6% 61.25+8.53 -3.92%
6008 46.25+9.46 -26% 47.5+6.45 -25.49%
900°¢ 33.75+22.89 -46% 00+00 00%

A, B et C: Groupes homogénes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 4).
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Figure 26 : Effet du cuivre sur le volume racinaire des deux variétés de la feve.

1.3. Effet du cuivre sur les parametres physiologiques de Vicia faba L.

1.3.1. Teneur relative en eau (RWC)

Les résultats de la teneur relative en eau des deux variétés (Boussabaa, Sidi Aich) sont
présentes dans la figure 27.

Le stress de cuivre affect significativement (p<0.001) la teneur relative en eau (TAB. 07)
principalement chez la variété Boussabaa, ou I’excés de cuivre exerce une diminution de 28.78%
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de la RWC chez les plantes stressées par la dose de 600 ppm. On note également, les plantes qui
recoivent les doses de 300 et 900 ppm de cuivre enregistrent des faibles diminutions de teneur

relative en eau, (0.78% et 3,04% par rapport au témoin).

Chez la variété (B), les applications (300 et 600 ppm) en Cu provoquent une légére
diminution de teneur relative en eau avec des valeurs 2.53% et 3.96% respectivement, par rapport
au témoin (TAB. 12).

Tableau 12 : Teneur relative en eau en (%) des deux variétés de Vicia faba L. exposés

au cuivre.
Bossabaa (A) A Sidi Aich (B) B
Dose de Cu RWC(%) Evolution (%) RWC(%) Evolution (%)
0A 78.70+4.68 / 90.56+4.94 /
3004 79.28+5.84 0.87% 88.26+8.01 -2.53%
600 B 55.91+6.97 -28.78% 86.88+5.9 -3.96%
900 ¢ 76.11+3.97 -3.04% 00+00 00%

A, B et C: Groupes homogenes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 5).
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Figure 27 : Effet du cuivre sur la teneur relative en eau (%) des deux variétés de la

feve.
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1.3.2. Teneur en chlorophylle

La figure 28 représente les résultats de la teneur en chlorophylle des feuilles des deux

variétés de Vicia faba, sous l'effet du Cu.

Le facteur « dose de cuivre » provoque un effet trés hautement significatif (p<0.001) sur
les évolutions des teneurs en chlorophylle (TAB. 07). Les concentrations 600 et 900 ppm de

cuivre sont a 1’origine des diminutions importantes de ce paramétre chez la variété Boussabaa

(A).
Variété Boussabaa (A) :

Les concentrations de 600 et 900 ppm sont aboutis a des abaissements trés marqués de la
teneur en chlorophylle, (51.23% et 40.72%) respectivement, par rapport témoin. Par contre,

I’ajoute de la concentration de 300 ppm a augmenté la teneur en chlorophylle jusqu’a 21.46%.
Variété B (Féverole),

Le traitement avec 300 ppm affiche un léger abaissement de la teneur en chlorophylle,
cette diminution est égale a 9.15% par rapport au témoin. Par contre, la dose de 600 ppm
provoque une réduction importante de 68.20% de la teneur en chlorophylle comparativement au
témoin (TAB. 13).

Tableau 13 : Teneur en chlorophylle des deux variétés de Vicia faba L. exposes au

cuivre.
Bossabaa (A) Sidi Aich (B)
Dose de Cu Chlorophylle Evolution (%) Chlorophylle | Evolution (%)
0A 11.32+3.2 / 14.53+1.46 /
3007 13.75+8.06 21.46% 13.2+3.04 -9.15%
6008 5.52+1.72 -51.23% 4,62+1.75 -68.20%
9008 6.71+4.22 -40.72% 00 00%

A et B : Groupes homogeénes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 6).
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Figure 28 : Effet du cuivre sur la teneur en chlorophylle des deux variétés de la feve.

1.4. Effet du cuivre sur les parameétres anatomiques de Vicia faba L.

1.4.1. Nombre de faisceaux cribro-vasculaires

Le nombre de faisceaux cribro-vasculaires de la féve (Vicia faba L.) diminue
significativement (p<0.001) en fonction de I’accroissement des concentrations en cuivre
(CuSO0s). (Fig. 29)

Variété Boussabaa (A) :

Il apparait que les applications a 300 et 600 ppm réduit de 17.03% et 20.74% de nombre
de faisceaux cribro-vasculaires. Par contre, la dose de 900 ppm entraine une diminution

importante estimée a 45.18 % comparativement au témoin.
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La variété (B) :

La concentration 300 ppm attribue a une faible diminution de 1.8% du nombre de
faisceaux cribro-vasculaires, suivie de la dose de 600 avec une diminution significative de 18.01

% par rapport au témoin (TAB. 14).

Tableau 14 : Nombre de faisceaux cribro-vasculaires des deux variétés de Vicia faba L.

eXpOoses au cuivre.

Bossabaa (A) A Sidi Aich (B) B
Nombre de Nombre de
Dose de Cu | faisceaux cribro- | g\ jution (%) faisceaux cribro- | £y olution (%)
vasculaires vasculaires
0A 33.75+1.5 / 27.75+1.7 /
30048 28+1.15 -17.03% 27.25+1.25 -1.8%
6008 26.75+0.95 -20.74% 22.75+0.95 -18.01%
900°¢ 18.5+12.34 -45.18% 00400 00%

A, B et C: Groupes homogeénes selon le test NEWMAN-KEULS (annexe 7).
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Figure 29 : Effet du cuivre sur le nombre de faisceaux cribro-vasculaires des deux

variétés de la feve.
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I1. Discussion générale

Effet du cuivre sur la faculté germinative de Vicia faba L.

Les résultats obtenus montrent que le stress métallique induit par le cuivre affect la faculté

germinative des graines de la féeve.

Les résultats de notre travail sur I’impact du cuivre sur le taux d’imbibition indiquent que
I'application des de cuivre chez la variété Boussbaa induit une inhibition de taux d'imbibition
essentiellement a une concentration de 600 ppm. Par contre, chez I’autre variété (la féverole),

I’application de stress engendre un accroissement de taux d'imbibition.

Ces résultats sont comparés par le travail de (Mihoub et al., 2004), ils ont indiqué que la
teneur en eau des graines de petit pois (Pisum sativum L.) n’est pas affectée par la concentration
de 5 mM en CuSOs ou Cd (NOs3), au cours de la germination. Conformément a nos résultats,
Muccifora et al., (2013) ont signalé que le cuivre (10°, 10 *#, 10 et 5x10° M) a induit une

diminution de taux d'imbibition des graines Vicia sativa L.

L'observation des résultats présentés révele une diminution de la croissance des radicules
en fonction de I’augmentation des doses de cuivre chez les deux variétés A et B (essentiellement
a la concentration 900 ppm). Selon Khalid, (2016), des concentrations élevées de CuSO4
réduisent significativement la croissance des radicules des plantules de Vicia faba. La diminution
significative de la croissance a commencé avec 100 pMol CuSOs et a la plus forte concentration
(250 pMol CuSOQg) utilisée, la croissance des radicules a diminué a 65 % du par rapport au

témain.

Le travail de (Mihoub et al., 2004), indique aussi une forte inhibition de 1’élongation

radiculaire aprés imbibition avec Cd et Cu.

Une concentration €levée de cuivre a un effet négatif sur la germination du blé et du riz
(Mahmood et al., 2007), de la luzerne (Aydinalp et Marinova., 2009), de Vigna mungi (Solanki
etal., 2011) et de Crambe (Hu et al., 2015).

Les effets néfastes des métaux lourds, en particulier le Cu, ont provoqué des changements
structurels et morphologiques des radicules ainsi qu'une inhibition de sa croissance. Les effets
néfastes du Cu sur les radicules sont lies a une réduction sévére de I'¢longation ainsi qu'a la

perméabilité de la membrane plasmique des graines. Le stress oxydatif induit par le Cu a été
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identifié dans la réduction sévére des activités enzymatiques impliquées dans les processus

métaboliques des graines liés a la germination. (Mahmood et al., 2007)
Effet du cuivre sur les paramétres morphologiques de Vicia faba L.

Les paramétres morphologiques de la feve ont été affectés par le stress métallique induit

par le cuivre:

e On a constaté une réduction du nombre de feuilles des deux variétés de la feve (variété A
et B) sous ’effet du cuivre.
e Les tiges de Vicia faba sont réduite dans toutes les plante traitées par le cuivre.

¢ e volume des racinaire de Vicia faba est également réduit par le stress au cuivre.

Nos résultats sont en accord avec le travail de (Beldjilali et Zeltissi., 2017) qui ont
suggeré que l'application du Cu (100, 200, 300, 400 et 500 ppm) a réduit le nombre de feuilles et
la hauteur des tiges de Lycopersicon esculentum Mill. En revanche, les résultats observés par
Benouis, (2012) sur des plantes de Vicia faba traitées avec des concentrations du CuSOs4 (0, 100,
200 et 400 ppm), il a montré que ces concentrations provoquent des diminutions de volume

racinaire, hauteur des tiges et nombre de folioles.

La morphologie des racines de Vigna unguiculata L est réduit par ’effet de cuivre
(Kopittke et Menzies., 2006; Kopittke et al., 2007; Kopittke et al., 2008).

Un exceés du Cu peut inhiber I'élongation racinaire et peut augmenter les dommages sur
les cellules épidermiques et aux membranes cellulaires des racines (Lin et al., 2003). La
modification de la longueur de la tige pourrait étre due au changements de la concentration des
ions minérales dans les plantes qui ont provoquant a l'inhibition de la division cellulaire (Feigl
et al., 2015; Kopittke et Menzies., 2006). Généralement, la faible croissance des plantes qui se
manifeste en présence d'un exces de métaux toxiques est corrélée a la teneur de métal présente

dans leurs tissus (Kang et al., 2017).
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Effet du cuivre sur les parametres physiologiques de Vicia faba L.

Teneur relative en eau

Dans nos résultats, 1’état hydrique de la féve est affecté par le cuivre, avec une réduction
de la teneur relative en eau (RWC). Nos résultats concordent avec ceux de Khedim, (2019) qui
ont suggéré que la RWC de plante /’Atriplex canescens diminue lorsque la concentration de Cu
augmente (0, 2000, 2500, 3000 et 3500 ppm). D’autre étude ont permis d’observer une
diminution de la teneur relative en eau sous 1’effet de cuivre (Demirevska et al., 2004 ; Ayed et
al., 2018). Des résultats similaires obtenus par (Benouis, 2012), il a montré qu’il y a une faible
diminution des teneurs relatives en eau (RWC) chez deux variétés de (Vicia faba L.) traitées par
le cuivre. Martinez et al (2011), ont signalé également une légére réduction de la teneur en eau
relative sous I’effet d’un excés de cuivre chez Bituminaria bituminosa, et une réduction important

sous ’effet de zinc.

Pour maintenir I'équilibre de I'eau, les plantes sont adoptées par des mécanismes
spécifiques pour minimiser les pertes d’eau en présence de meétaux lourds (Rucinska-
Sobkowiak, 2016). En effet, une légere diminution de la RWC qui n’a pas dépassé 5% chez la
féverole (Sidi Aich) pourrait étre liée a une grande capacité d’ajustement osmotique. Le maintien
d’un statut hydrique élevé est généralement lié a la capacité de limiter les pertes d’eau par
transpiration (Ayed et al., 2018).

Teneur en chlorophylle

Les résultats obtenus montrent que I’effet du cuivre, se traduit par une diminution de la
chlorophylle chez les variétés de la féve. Des résultats similaires de Saleem et al., 2020 qui a
suggéré que l'impact le plus commun du stress Cu est une diminution des pigments
photosynthétiques dans les feuilles. De plus, les résultats de Saleem et al., 2020, ont également
révélé gue les concentrations élevées de Cu dans le sol affectent significativement la teneur en
chlorophylle de Corchorus capsularis. Conformément & nos résultats, Nazir et al., 2019 ont
démontré que les plantes tomate (Solanum lycopersicum L.) traitées par Cu (100 mg. kg?)

présentaient une réduction significative de la teneur en chlorophylle par rapport au témoin.

A des concentrations plus élevées, le cuivre constitue un inhibiteur efficace de la
photosynthése chez les especes supérieures, il affecte les facteurs de la photosynthése tel que le
transport des électrons, la composition des chloroplastes et les teneurs en pigments

chlorophylliens (Caspi et al., 1999).
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Effet du cuivre sur les parametres anatomiques de Vicia faba L.

Les plantes transport I’eau et les éléments minéraux par le Xyléme et le phloéme, qui
constituent leur faisceau cribro-vasculaire. Les résultats obtenus montrent que le cuivre a
provoqué une réduction du nombre de faisceaux cribro-vasculaires de la tige chez les deux

variétés de la féve (Bousshaa et Sidi Aich).

Des altérations anatomiques causées par de fortes concentrations de Cu ont également eté
observées dans les tiges de sorgho (Sorghum bicolor), avec une réduction du nombre de faisceaux
vasculaires (Kasim, 2006). Le cuivre réduit également la taille des tissus conducteurs du mais
(Gowayed et Almaghrabi., 2013), et induit I'épaississement des tissus du xyléme et la réduction
des nombres de faisceaux vasculaires chez les haricots (Bouazizi et al., 2011). Cu a réduit la
taille et le nombre de faisceaux vasculaires de la tige de Vicia faba aprés un traitement avec la
concentration de 10° M (pendant 25 jours) (Kasim, 2005).

L'anatomie refléte son réle essentiel dans la croissance et le développement des plantes.
Elle est fonction de I'interaction combinée entre les sources et les puits de deux parties principales

de la plante, la racine et la pousse, qui contribuent a établir un équilibre fonctionnel.

Toute altération de la structure des tissus végétaux par les métaux lourds affecte la
croissance et la productivité de la plante (Yadav et al., 2021).
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Conclusion

Conclusion générale

Le présent travail a été réalisé pour évaluer I'effet du cuivre sur le comportement de deux

variétés de la feve (Boussabaa et Sidi Aich).

L’étude de I’effet du cuivre sur les processus de germination, ont permis de conclu que
le milieu contaminé par le cuivre affect la germination chez la variété Boussabaa, le taux
d'imbibition et la longueur de radicule sont diminué en fonction de I’accroissement des doses de
cuivre. D’autre part, I’excés de cuivre favorise la prise d’eau et inhibe 1’élongation radiculaire

chez la variété Sidi Aich.

Les paramétres morphologiques de la féve ont été affecté par I’excés cuivre, les résultats

indiquent que :

- Latoxicité du cuivre a provoqué une diminution de nombre des feuilles.
- La hauteur de la tige diminue en fonction de I’accroissement des doses de cuivre
appliquées.

- Le volume racinaire a subi également une réduction sous 1’effet de cuivre.
Sur le plan physiologique, les résultats indiquent que :

- Le stress de cuivre provoque une perturbation de I'état hydrique de la plante (RWC)
- L’activité photosynthétique a été affecté par le cuivre, cette observation a été

élucidée par une réduction du teneur en chlorophylle dans les feuilles de Vicia faba.

Sur le plan anatomique, le nombre de faisceaux cribro-vasculaires (éléments conducteurs)

a subi une réduction en fonction de I’accroissement des doses de cuivre appliquées (300, 600 et
900 ppm).

Nos résultats suggérant que 1’excés du cuivre dans le milieu provoque une phyto-toxicité

sur la féve, ou I’intensité du cuivre a fort dose (900 ppm) a tué les plantes de la variété Sidi Aich.

Il serait intéressant de complété ce travail par des études sur la dynamique et la
localisation du cuivre dans la plante. De plus, il est important d’enrichir ce travail par d’autres

études sur les mécanismes de réponse de la feve face au stress métallique.
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Annexe 1

Annexes

Longueur des radicules finales

Analyse de variance de la longueur des radicules finales

S.CEE DDL C.M. | TESTF | PROBA E.T. C.v.
VAR.TOTALE 173,869 31 5,609
VAR.FACTEUR 1 114,351 3 38,117 36,88 0
VAR.FACTEUR 2 19,22 1 19,22 18,596 | 0,00028
VAR.INTER F1*2 15,492 3 5,164 4,997 | 0,00788
VAR.RESIDUELLE 1 24,805 24 1,034 1,017 | 25,86%

Comparaison de moyennes de la longueur des radicules (Test de NEWMAN-KEULS

SEUIL=5%).

FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 1.049 1.269 1.402
LIBELLES | MOYENNES
F1 GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 6,825 A
2.0 F1n2 4,325 B
3.0 F1n3 2,713 C
4.0 Fln4 1,863 C
FACTEUR 2: variété
GROUPES
F2 LIBELLES | MOYENNES | HOMOGENES
1.0 F2nl 4.706 A
2.0 F2n2 3.156 B
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Annexe 2

Nombres des feuilles

Analyse de variance des nombres des feuilles

S.CE DDL C.M. | TESTF | PROBA| E.T. C.V.

VAR.TOTALE 1672,469| 31 53,951

VAR.FACTEUR 1 |1032,594 3 344,198 | 38,467 0

VAR.FACTEUR 2 1,531 1 1,531 | 0,171 |0,68509
VAR.INTER F1*2 | 423,594 3 141,198 | 15,78 |0,00001
VAR.RESIDUELLE 1 | 214,75 24 8,948 2,991 | 19,03%

Comparaison de moyennes des nombres des feuilles (Test de NEWMAN-KEULS SEUIL=5%).

FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 3.088 3.733 4.125

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 Finl 20,25 A

2.0 F1n2 18,875 A

3.0 F1n3 17,75 A

4.0 Fin4 6 B
Annexe 3

Longueur des tiges

Analyse de variance de la longueur des tiges.

S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
VAR.TOTALE 31757,5 |31 1024,435
VAR.FACTEUR 1 16236,75 |3 5412,25 | 29,03 0
VAR.FACTEUR 2 666,123 |1 666,123 |3,573 0,06784
VAR.INTER F1*2 10380,13 |3 3460,042 (18,559 |0
VAR.RESIDUELLE 1 |4474,5 24 186,438 13,654 |20,89%

Comparaison de moyennes de la longueur des tiges (Test de NEWMAN-KEULS SEUIL =5%).

FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 14.095 17.042 18.828
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GROUPES
F1 LIBELLES | MOYENNES | HOMOGENES
1.0 Finl 81,75 A
2.0 F1n2 78,75 A
3.0 F1n3 74,375 A
4.0 Find 26,625 B
Annexe 4

Volume racinaire

Analyse de variance de volume racinaire

S.CEE DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
VAR.TOTALE 16259,87 | 31 524,512
VAR.FACTEUR1 [10993,37|3 3664,458 | 29,493 |0
VAR.FACTEUR 2 (496,124 |1 496,124 |3,993 0,05453
VAR.INTER F1*2 |1788,376 |3 596,125 (4,798 0,00936
VAR.RESIDUELLE
1 2982 24 124,25 11,147 | 23,68%

Comparaison de moyennes de volume racinaire (Test de NEWMAN-KEULS SEUIL =5%).

FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 11506 13912 15371
F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 63,125 A
2.0 F1n2 61,375 A
3.0 F1n3 46,875 B
4.0 Fln4 16,875 C
Annexe 5
RWC
Analyse de variance de RWC
S.CE | DDL CM. | TESTF | PROBA | E.T. C.V.
VAR.TOTALE 19508.51 23 848.196
VAR.FACTEUR 1 8549.324 3 2849.775| 92.885 0
VAR.FACTEUR 2 220.4 1 220.4 7.184 | 0.0158
VAR.INTER F1*2 10247.89| 3 |3415.965| 111.34 0
VAR.RESIDUELLE 1 490.889 16 30.681 5.539 7.97%
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Comparaison de moyennes de RWC (Test de NEWMAN-KEULS SEUIL =5%).

FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 6.783 8.245 9.145
F1 LIBELLES | MOYENNES | ROUPES HOMOGENES

1.0 Finl 84.622 A

2.0 F1n2 83.778 A

3.0 F1n3 71.443 B

4.0 Fin4 38.058 C

FACTEUR 2 : variété

F2 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES

1.0 F2nl 72.506 A
2.0 F2n2 66.445 B
Annexe 6

Teneur en chlorophylle

Analyse de variance de teneur en chlorophylle

S.CE DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
VAR.TOTALE 1134,962 |31 36,612
VAR.FACTEUR 1 658,356 |3 219,452 (14,423 |0,00002
VAR.FACTEUR 2 12,128 1 12,128 | 0,797 0,38449
VAR.INTER F1*2 99,316 3 33,105 (2,176 0,11595
VAR.RESIDUELLE 1 365,163 |24 15,215 3,901 44,92%

Comparaison de moyennes de teneur en chlorophylle (Test de NEWMAN-KEULS SEUIL
=5%).
FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 4.027 4.868 5.379
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F1 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
2.0 Fln2 13,463 A
1.0 Finl 12,888 A
3.0 F1n3 5,05 B
4.0 Fln4 3,338 B
Annexe 7

Nombre de faisceaux cribro-vasculaire

Analyse de variance de nombre de faisceaux cribro-vasculaire

S.CE DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
VAR.TOTALE 3464,719 |31 111,765
VAR.FACTEUR 1 2188,344 |3 729,448 (35,967 |0
VAR.FACTEUR 2 427,781 |1 427,781 21,092 |0,00015
VAR.INTER F1*2 361,844 |3 120,615 |5,947 0,00359
VAR.RESIDUELLE 1 486,75 24 20,281 4,503 19,50%

Comparaison de moyennes de nombre de faisceaux cribro-vasculaire (Test de NEWMAN-

KEULS SEUIL =5%).

FACTEUR 1: cuivre

NOMBRE DE MOYENNES 2 3 4
VALEURS DES PPAS 4.649 5.621 6.21
F1 LIBELLES | MOYENNES EINOLIES (OIOEENISS
1.0 Finl 30,75 A
2.0 F1n2 27,625 A B
3.0 F1n3 24,75 B
4.0 Fln4 9,25 C
FACTEUR 2: variété
NOMBRE DE MOYENNES 2
VALEURS DES PPAS 3.287
F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 F2n1 26.75 A
2.0 F2n2 19.438 B




