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RESUME

La génotoxicité du cuivre a été étudiée chez la feve (Vicia faba) et le pois (Pisum sativum) en culture hydroponique. Le cuivre cause un
accroissement du taux de micronoyaux dans les deux plantes. Lanalyse cytologique des cellules d’extrémités racinaires montre des
effets clastogéniques et aneugéniques de cet élément sur les méristémes de racines de ces plantes. Le cuivre induit des altérations
chromosomiques aux plus faibles concentrations utilisées (2,5 mM), aprés une incubation de 42 heures, montrant le potentiel mutagene
de cet élément. Plusieurs types d’anomalies chromosomiques ont été observés dans ces méristémes racinaires.
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SUMMARY
COPPER GENOTOXICITY ON VICIA FABA AND PISUM SATIVUM ROOT TIPS

The potential genotoxicity of Cu? was investigated in Vicia faba and Pisum sativum seedlings in hydroponic culture conditions. Cu?
caused an increase in micronuclei frequencies in both plant models. Cytological analysis of root tips cells showed clastogenic and
aneugenic effects of this element on the plant root meristems. Cu?* induced chromosomal alterations at the lowest concentration used
(2.5 mM) when incubated for 42 h, indicating the potent mutagenic effect of this ion. Several kinds of chromosomal abnormalities were
observed in the root meristems.
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RESUMEN
EFECTOS GENOTOXICOS DEL COBRE EN VICIA FABA Y PISUM SATIVUM

Se estudid la genotoxicidad del cobre en la haba (Vicia faba) y en el guisante (Pisum sativum) en cultivo hidropdnico. El cobre produce
un crecimiento de la taza de micronucleos en las dos plantas. El andlisis citoldgico de las células de extremidades de las raices muestra
efectos clastogénicos y aneugénicos de este elemento sobre los meristemas de raices de estas plantas. El cobre induce alteraciones
cromosémicas a las concentraciones mas bajas usadas (2,5 mM), después de una incubacion de 42 h, que muestra el potencial muta-
geno de este elemento. Se observaron varios tipos de anomalias cromosémicas en estos meristemas de raices.

Palabras clave

Aberracion cromosdmica, elemento en traza metalico, genotoxicidad, meristemo de raices, micronticleo
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métalliques a augmenté durant les dernieres décennies

Nriagu et Pacyna, 1988). Les sources démissions
métalliques dans I'environnement sont trés nombreuses et
difficiles alimiter. Les plus importantes sont d’origine anthropique
(industries, fonderies, engrais chimiques...). Les teneurs du
sol en cuivre sont notablement plus élevées au voisinage des
mines (Baker, 1987; Wu et Lin, 1990) et des foyers industriels
(Humphreys et Nicholls, 1984). Le cuivre est un élément essentiel
pour la plante. Il entre dans la composition des métallo-enzymes
impliquées dans les réactions d’oxydoréduction (Gupta, 1986).
Les concentrations de cuivre dans le sol sont de I'ordre de 10+
a 10M (Jiang et al. 2000). Asada et al. (1977) ont suggéré qu'il
serait associé a la superoxyde dismutase des chloroplastes de
végétaux supérieurs. Il est aussi un constituant du cytochrome
oxydase et participe aux réactions de la photosynthese. La
mobilité du cuivre dans le sol est faible, ce qui est dii a sa
forte liaison aux particules colloidales. Labsorption de fortes
quantités de cuivre engendre des signes de toxicité observés
chez Allium cepa (Levan, 1945; Fiskejo, 1988) et Helianthus
annuus (Jiang et al. 2000).

Le cuivre se lie a un récepteur spécifique sur la surface
externe de la membrane plasmique (Lastra et al., 1987). Le
complexe est déplacé a travers la membrane plasmique et une
fois sur la surface interne, le complexe change de configuration;
le cuivre est alors libéré dans le cytoplasme. La séve brute
du xyleme permet son transport vers les parties aériennes.
La sensibilité des racines au cuivre (Stiborva et al, 1986;
Jarvis et Whitehead, 1993) est probablement due a sa forte
accumulation dans ces organes ainsi que sa faible translocation
vers les parties aériennes. Jiang et al., (2000) ont montré que
le Cu* inhibe la croissance des racines d’Helianthus annuus
a des concentrations de 10-4a 102M. Muller et al., (2001) ont
montré que, chez Thypha latifolia, 'élongation racinaire est le
parametre le plus sensible suite a des expositions au sulfate de
cuivre présent dans I'eau ou dans le sédiment, alors que cette
plante ne présente pas de signes de chlorose. Linhibition de
la croissance racinaire peut résulter de l'interférence du cuivre
avec le métabolisme cellulaire (Seregin et lvanov, 2001) (figure 1),
notamment, avec la division cellulaire et/ou I'élongation cellulaire
(Wainwright et Woolhouse, 1977; Hagemeyer et Breckle, 1996;
Jiang et al. 2000).

Parmi les effets biologiques de la pollution métallique,
on peut citer la toxicologie génétique ou génotoxicologie, qui
concerne I'endommagement de I'ADN. En effet, différents
agents sont potentiellement toxiques pour le génome et
peuvent créer des lésions de la double hélice d’ADN (divers
produits chimiques, polluants de I'atmosphere, radioactivitg...).
La génotoxicité induite par ces agents peut étre de type
clastogénique, se référant & un changement de la structure
d’'un chromosome, souvent le résultat d’un gain, d’une perte
ou d’un réarrangement des fragments de chromosomes dans

| a contamination de l'environnement par les éléments

le génome, ou aneugénique, résultat d’un gain ou d'une perte
d'un ou plusieurs chromosomes (aneuploidie) ou d’un groupe de
chromosomes (euploidie).

Les cellules de Vicia faba renferment 12 grands chromosomes
(Ma, 1982a; Dekergommeaux et al. 1983; Kihiman et Anderson,
1984). Le caryotype de Pisum sativum a été identifié en 1903 et
est de 2n = 14 (Cannon, 1903).

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal
Les matériels végétaux utilisés ont été la feverole (Vicia faba,

variété Aguadulce) et le petit pois (Pisum sativum, variété Douce
de Provence).

Conditions de culture

Les graines de Vicia faba et de Pisum sativum ont été
désinfectées par un lavage a I'eau de Javel (10 %) puis lavées
abondamment & l'eau distillée pour éliminer les produits
de conservation ayant adhéré a la graine. Pour faciliter et
homogénéiser leur germination, les graines ont été placées dans
de I'eau distillée pendant une nuit. Elles ont ensuite été placées
entre deux feuilles de papier filtre imbibé continuellement d’eau
distilliée. La germination s'est faite a I'obscurité et a 25 °C.

Traitement des racines

Pour un litre de solution nutritive standard, 5 ml de solution de
macroéléments, 1 ml de la solution d’oligoéléments (tableau 1)
et 3ml de solution de Fer-EDTA sont apportés. Lensemble
est versé dans un bécher gradué puis le volume est ramené
avec de 'eau distillée a 1 litre puis ajusté a pH = 7. Lorsque les
racines des plantules germées atteignent une longueur de 2 a
3 cm, elles sont placées dans des pots de 1 litre contenant la
solution nutritive de Hoagland standard (pH =7) (Knasmuller
et al. 1998). Les traitements ont été effectués avec différentes
concentrations de CuSO4: 1mM, 2,5mM, 5mM, 10mM, 50mM.
Lhydrazide maléique (HM), a 4 10 -*M, est utilisé comme témoin
positif. C'est un herbicide défini chimiquement comme étant le
1,2-dihydro-3,6-pyridazinedione, analogue de I'uracile, et utilisé
dans I'agriculture pour retarder le développement des bourgeons
de maniere a améliorer la durée du stockage (Lee et al. 2001).
Il est connu par sa capacité d’induire des micronoyaux et des
aberrations chromosomiques chez Vicia faba (Marcano et al.
2004). Le témoin négatif est représenté par la solution nutritive
standard (SNS) (racines non traitées).
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Figure 1 - Effets des métaux lourds sur la division cellulaire (GSH: Glutathion réduit; G1: phase G1; S: phase S; +:stimulation; -:
diminution) (Seregin et Ivanov, 2001).

Figure 1 - Cell division and heavy metals (GSH: reduced Glutathione; G1 and S: mitosis phases; +: stimulation; - : reduction) (Seregin
and Ivanov, 2001).
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Tableau 1: Composition de la solution standard de Hoagland
et de la solution mere des oligoéléments.

Table 1: Hoagland standard solution and Oligonutriments.

Macroéléments Concentrations de la solution mére
KNO; 1M
KH,PO, 1M
CaNO; 4H,0 0,25 M
MgSO, 7H,0 0,3M

Oligoéléments Concentrations de la solution mere

MnSO, H,0 10 mM
ZnS04 7 H,0 2mM
CuSO, 5 H,0 1mM

H3BO; 25 mM
Na, MoO, 2 H,0 0,1 mM

Le test des micronoyaux

Il vise a mettre en évidence la présence d’un nombre accru
d’altérations chromosomiques, suite & I'exposition au sulfate
de cuivre, dans les noyaux des cellules racinaires de Vicia faba
et de Pisum sativum. Les graines sont mises a germer puis
traitées. Pour chaque traitement, 3 réplicats sont préparés. 2
a 3cm des zones méristématiques sont récupérées et fixées
dans la solution de Carnoy (ou dans une solution d’acétoéthanol
1:3) durant une nuit, a 'obscurité et a 4 °C. Les racines sont

conservées dans I'éthanol 70 %, puis rincées a I'eau distillée
pendant 10 minutes et hydrolysées par HCI (IN) qui permet la
dissociation des structures cellulaires. Le temps d’hydrolyse
dépend de l'espéce végétale et de la concentration du métal.

La coiffe racinaire est éliminée. Les deux premiers
millimétres de la partie méristématique sont écrasés sur une
lame de microscopie et colorés par l'orcéine (Ma et al. 1995).
La préparation est observée en microscopie photonique
(grossissement x 1 000). Les micronoyaux commencent a étre
visibles au grossissement x 400. Trois étalements sont réalisés
pour chaque replicat afin de décompter 1000 cellules par lames,
soit 9000 cellules pour chaque traitement.

Les études statistiques portent sur un test de comparaison
des valeurs obtenues aprés traitements et de la valeur de
I'échantillon témoin.

RESULTATS ET DISCUSSION

Potentiel inducteur des micronoyaux par
le cuivre

Les résultats du traitement des extrémités racinaires de
Vicia faba par le sulfate de cuivre ont montré que les différentes
concentrations testées induisent la formation des micronoyaux
apres 42 heures d'exposition (figure 2). Le comptage des
micronoyaux montre que leur production débute de maniere
significative (p<0,05) a une concentration de 2,5 mM. A cette
concentration de cuivre, la fréquence des micronoyaux est de
1,89 + 0,11 MCN/1000 cellules.

Suite a un traitement de 42 heures, le cuivre induit la
formation de micronoyaux dans le méristeme apical de Pisum
sativum. La plus faible concentration de cuivre (1 mM) ne montre

Figure 2 - Induction des micronoyaux par le CuSO, chez Vicia faba. A: CuSO, (5 mM); B: CuSQO, (10 mM); les fleéches indiquent

les micronoyaux.

Figure 2 - Micronuclei induction by CuSO, in Vicia faba, A: CuSO, (5 mM); B: CuSO, (10 mM); the arrows show the micronuclei.

Etude et Gestion des Sols, 16, 3/4, 2009



344

D. Souguir, P. Goupil, E. Ferjani et G. Ledoigt

Figure 3 - Comparaison de la génotoxicité de I'hydrazide
maléique, HM (4 mM) chez Vicia faba et Pisum sativum en
terme de fréquence de micronoyaux

(Témoin SNS: 0,44 MCN/1000).

Figure 3 - Genotoxicity of the maleic hydrazide , HM (4 mM)
in Vicia faba and Pisum sativum root tips

(Témoin SNS: 0,44 MCN/1000).
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pas deffet. Leffet commence a étre significatif (p<0,05) pour
une concentration de 2,5 mM (0,44 + 0,22 MCN/1000 cellules).
Nos résultats ont montré que le cuivre induit la formation de
micronoyaux aussi bien chez Vicia faba que chez Pisum sativum
mais la fréquence de ces derniers dépend de la concentration
du métal et de I'espéce végétale. La différence de production
de micronoyaux entre les deux plantes débute de maniére
significative (p<0,05) a une concentration de 2,5 mM, pour
laquelle le cuivre a engendré une génotoxicité environ 4,4
fois plus importante chez Vicia faba que chez Pisum sativum
(Souguir et al., 2008). Nous avons pu remarquer que pour une
concentration de 10 mM de cuivre, la sensibilité de Vicia faba est
environ 7 fois plus grande que celle de Pisum sativum. De méme,
a 50 mM de cuivre, cette sensibilité présente une différence de
20 fois environ. A la plus forte concentration (50 mM), le cuivre
a engendré une augmentation de la fréquence des micronoyaux
90 fois plus élevée que celle du témoin négatif.

Potentiel inducteur des micronoyaux par
I’hydrazide maléique (HM) chez Vicia faba et
Pisum sativum

Lhydrazide maléique, HM, est utilis¢ comme un témoin
positif. Il est connu pour sa forte capacit¢ d'induire des
micronoyaux. Une concentration de 4 mM de cet herbicide
(exposition de 42 heures) a induit une augmentation trés
significative (p < 0,001) de la fréquence des micronoyaux au
niveau des cellules méristématiques de Vicia faba et de Pisum
sativum par rapport au témoin négatif. Les extrémités racinaires

Figure 4 - Formation d’agglomérats chromosomiques ou

« stickinesis » chez Vicia faba (CuSO, , 1 mM) ; les fleches indi-
quent les zones d’adhérence chromosomique (« stickinesis »).
Figure 4 - Stickinesis in Vicia faba (CuSQO,, 1 mM) (arrows).

de Vicia faba et de Pisum sativum ayant subi un stress par le HM
(figure 3) présentent des micronoyaux dont la fréquence est plus
importante (p<0,05) chez Vicia faba que chez Pisum sativum.

Aberrations chromosomiques

Lors des observations microscopiques, en plus de la
formation de micronoyaux, d’autres types d’anomalies sont
observées qui touchent aussi bien les chromosomes de Vicia
faba que ceux de Pisum sativum. En effet, aux différentes
concentrations de Cu %, il est observé des cellules comportant
des chromosomes a structure altérée (clastogénicité) et des
cellules présentant une mauvaise ségrégation de chromosomes
(aneugénicité). Dans le cas des anomalies structurales qui
touchent la morphologie des chromosomes, on a pu détecter
la présence d'adhérences chromosomiques (« stickinesis »)
(figure 4), des fragments chromosomiques (figure 5) et des
ponts anaphasiques (figure 6). Les fragments non rattachés a
I'appareil mitotique se retrouvent perdus apres la mitose.

Des chromosomes isolés suite & une non-migration des
chromatides résultent d'un déplacement retardé (décalage) au
cours de I'anaphase. Des chromosomes non-disjoints provenant
de lincapacité de chromatides-sceurs a se disjoindre lors de
I'anaphase entrainent une migration des 2 chromatides vers
I'un des poles, I'autre cellule fille ne possédant pas ce matériel
génétique. Une cellule peut présenter a la fois des signes de
clastogénicité et des signes d’aneuploidie.

La génotoxicité se manifeste sous forme d’anomalies
clastogéniques et aneugéniques. La clastogénicité peut étre
due a des interactions directes en créant des dommages
au niveau de 'ADN ou indirectes suite a la production des
espéces réactives de I'oxygene (Kovalchuk et al,, 2001). Chez
les mammiferes, cette clastogénicité peut étre due aussi a
linhibition de I'activité de la topoisomérase-Il (Ferguson et al.
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Figure 6 - Formation de ponts chromosomiques (A) chez Pisum sativum (CuSO, 5 mM) et (B) chez Vicia faba (CuSQ,4 2,5 mM)

(=: pont chromosomique).

Figure 6 - Chromosomal bridges (arrows) (A) in Pisum sativum (CuSO, 5 mM) and (B) in Vicia faba (CuSO, 2,5 mM).

Figure 5 - Formation de fragments chromosomiques chez
Vicia faba par le sulfate de cuivre (5 mM). La fleche indique un
fragment chromosomique et le point indique un micronoyau.
Figure 5 - Chromosome fragmentation induction in Vicia faba
by copper sulfate (5 mM). Arrow : chromosomal fragment;
point: micronucleus.

1989), alors que I'aneuploidie a comme origine une altération
de la fonction du fuseau mitotique.

Les micronoyaux trouvés dans le cytoplasme des cellules
mitotiques en interphase, suite a de longues périodes du
traitement, proviennent des fragments de chromosomes
acentriques induits par la clastogénicité (Ma 1982a et b;
Sandhu et al. 1989), de la rupture des ponts ou d’un retard
de la ségrégation de chromosomes (Zaka et al. 2002). Nous
observons que le Cu® induit des anomalies structurales et
perturbe le fonctionnement du fuseau mitotique méme aux
faibles concentrations utilisées. Ces effets ont également été

Figure 7 - Différents types d’aberrations chromosomiques
induites par CuSO, (10 mM) chez Vicia faba.

Figure 7 - Clastogenicity triggered by CuSQO, (10 mM) in Vicia
faba.
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observés chez Allium cepa (Fiskesjo, 1985) et Helianthus annuus
(Jiang et al. 2000) mais Fiskesjo (1988) et Liu et al., (1995) ont
signalé que ce métal n’est ni clastogéne ni aneugene. La toxicité
du cuivre est due a sa capacité a inhiber plusieurs enzymes,
en se fixant sur leur groupement SH qui est essentiel pour leur
activité (Fernandes et Henriques, 1991). Wang (1988) a suggére,
par ailleurs, que ce métal perturbe la distribution de Ca? dans la
cellule dont dépend l'intégrité du nucléole.
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D’apres nos résultats, la féverole semble étre plus sensible
au cuivre que le petit pois. Kihiman (1952) a montré que les
cellules de Pisum sativum présentent des cassures au niveau
des satellites mais considérablement moins fréquentes que
celles trouvées chez Vicia faba. De méme, Pisum sativum parait
plus résistant quAllium cepa au traitement par I'hydrazide
maléique (Edwin et Reddy, 1993) et I'acénaphtene (Edwards,
1962) et ses chromosomes semblent étre moins susceptibles
aux cassures et aux adhérences (« stickinesis »). Une résistance
plus importante par rapport a Lentus esculentum a aussi été
montrée a la suite d’un traitement par I'aldrine, I'heptachlore et le
lindane (Jain et Sarbhoy, 1987a et b). La plus grande résistance
de Pisum sativum peut étre due au manque d’absorption
de ces substances par ses racines (Edwards, 1962) et a ses
chromosomes plus petits (Blixt, 1958, 1972). En effet, les
especes a grands chromosomes sont plus susceptibles aux
cassures (Ma, 1982a; Dekergommeaux et al. 1983; Kihiman et
Anderson, 1984).

La génotoxicité du cuivre est due a la production de radicaux
hydroxyles et d’espéces réactives de I'oxygéne a travers la
réaction de Fenton (Imaly et Linn, 1988) qui peuvent provoquer
la mort cellulaire. Les rayons-X sont aussi & l'origine d’une
augmentation trés significative de la fréquence de micronoyaux
chez Vicia faba (Rizzoni et al. 1987). Cependant, il a été montré
que le cuivre n'est pas un mutagéene chez Vicia faba a la suite
d'une exposition a différentes concentrations de ce métal
pendant 2 heures mais une concentration de 250 mM inhibe la
division cellulaire, ce qui est a l'origine de la diminution de la
fréquence de micronoyaux (Steinkellner et al. 1998).

Dans une perspective environnementale, la disponibilité du
cuivre devient un probléme croissant vis-a-vis de 'ensemble des
organismes vivants, incluant les plantes. La nécessité d’élucider
la toxicité du cuivre provient de son utilisation systémique
comme fongicide, algicide ou bactéricide en agriculture (Souguir
et al. 2008).
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