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Abstract - Viticulture is constantly confronted with abiotic stresses. Due to human activities such as
industrial waste, chemical fertilizer applications, smelting and sewage disposal. As a result, several
heavy metals, such as cadmium, have accumulated more and more in the soils. These heavy metals cause
acute and chronic toxic effects on plants grown on these soils. Intercropping is a powerful way to
promote a more diverse plant community on the ground, allowing for complementary and facilitating
relationships to alleviate the stress implied by heavy metals on plants and soil. In these systems, pulses
are a key functional group and are highly valued for the agroecological services they provide. In this
study, the application of a cadmium concentration of 1mM to a soil, containing Vitis vinifera in co-
culture with Medicago sativa, increased the stress markers MDA, H20- and proline and decreased the
production of soluble proteins. and total sugars. Co-culture and inoculation with RCR2011, a reference
strain of Sinorhizobium meliloti, alleviated the stress induced by cadmium.

Key words: Medicago sativa, vine, cadmium, co-culture, biochemical parameters

Resumé - La viticulture est constamment confrontée a des stress abiotiques. A cause des activités
anthropiques telles que les déchets industriels, les applications d'engrais chimiques, la fusion et
I'évacuation des eaux usées. De ce fait plusieurs métaux lourds, comme le cadmium, se sont accumulés
de plus en plus dans les sols. Ces métaux lourds causent des effets toxiques aigus et chroniques sur les
plantes cultivées sur ces sols. La culture intercalaire est un moyen puissant de promouvoir une
communauté végeétale plus diversifiée sur le terrain, permettant ainsi des relations complémentaires et
facilitantes, a fin d’atténuer le stress impliqué par les métaux lourds sur les plantes et le sol. Dans ces
systemes, les légumineuses constituent un groupe fonctionnel clé et sont trés appréciées pour les services
agroécologiques qu'elles fournissent. Dans cette étude, 1’application d’une concentration de cadmium
de 1mM sur un sol, contenant Vitis vinifera en co-culture avec Medicago sativa, a fait augmenter les
marqueurs de stress MDA, H»0- et la proline et diminuer la production des protéines solubles et des
sucres totaux. La co-culture et I’inoculation par la RCR2011, souche de référence de Sinorhizobium
meliloti a atténué le stress induit par le cadmium.

Mots clés : Medicago sativa, vigne, cadmium, co-culture, parameétres biochimiques

1. Introduction

Le développement rapide des infrastructures urbaines et industrielles a entrainé une pénurie de
ressources foncieres. Les sols des sites agricoles a proximité des industries sont souvent contaminés par
des métaux lourds. Ce type d’activités humaines augmente la concentration de métaux lourds dans les
sols a des niveaux de risque, qui demeure un probleme grave dans le monde entier menagant
I'environnement du sol et la santé humaine (Jiang et al. 2019). Dans les zones aux alentours des sites de
contamination, l'agriculture est confrontée a un probléme majeur lié au transfert des métaux lourds dans
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la chaine alimentaire. Le principal probleme est que les métaux lourds ne sont pas biodégradables et que
leur accumulation excessive dans les sols agricoles pourrait présenter un risque pour la santé publique.
Ce type d'activités humaines augmente la contamination par le cadmium (Cd), un métal lourd toxique
qui s'accumule dans les systémes vivants. L'exposition peut se produire sur le plan professionnel ou
environnemental (Zhang et Reynolds. 2019). Bien que le Cd ne soit pas essentiel et gu'aucun mécanisme
d'absorption spécifique n'ait été identifié chez les plantes, il est absorbé dans les cellules racinaires par
des transporteurs pour les cations bivalents essentiels comme le calcium, le fer et le zinc (Huybrechts et
al. 2019). L'accumulation de Cd engendre un stress oxydatif qui provoque la destruction et la sénescence
végetale. Cette accumulation cadmique induit la surproduction et I'accumulation rapide d'espéces
réactives de l'oxygene responsables de l'inactivation des enzymes, de l'altération des membranes
cellulaires (Ahmad et al. 2008), et de nombreux dommages de I'ADN, y compris la suppression de bases,
la pyrimidine, dimérisation, réticulation, cassures de brins et modification de base.

La dégradation des sols par les métaux lourds comme le Cd, les pesticides et 1’usage massif des engrais
chimiques conduit a la fragilisation de la structure du sol, qui devient ainsi vulnérable a 1’érosion, la
qualité des plantes cultivées et la santé des organismes vivants (Bali et al. 2020). Ainsi, le secteur
agricole remet de plus en plus en cause cette maniere agressive de produire en agriculture. Ceci met en
valeur la nécessité de changer de comportement, innover en proposant une autre facon de produire, de
nouveaux systemes de culture fondés plus sur les processus naturels, pour répondre a la fois au besoin
de sécurité alimentaire, une gestion plus équilibrée des ressources naturelles et garantir un systéme de
production durable (Jalleli 2018). Dans ce contexte, ‘I’intercropping’ ou la culture en association
demeure une alternative agronomique pour confronter le risque induit par les métaux lourds. C’est une
approche agronomique impliquant deux ou plusieurs especes de cultures, ou génotypes, poussant
ensemble et coexistant pendant un certain temps. En marge de l'agriculture intensive moderne, les
cultures associées sont importantes dans de nombreux systemes agricoles de subsistance ou a intrants /
ressources limitées. Le systéme de cultures associées pourrait assurer un développement durable des
cultures avec des rendements stables sans utilisation massives des engrais chimiques (Brooker et al.
2015).

Dans ces systémes, les Iégumineuses constituent un groupe fonctionnel clé et sont trés appréciées pour
les services agro-écologiques qu'elles fournissent. En outre, les légumineuses ont une caractéristique
spéciale qui les différent de la plut part d’autres plantes, c’est la fixation symbiotique. Ce processus
dépend de l'interaction compatible entre la plante et les bactéries du sol du groupe rhizobium (Gourion
etal. 2015). Leur utilisation dans les systémes de culture intercalaire s'explique en grande partie par leur
capacité de fixation de I'azote atmosphérique (N.). Elles sont trés précieuses comme engrais vert, en
particulier dans les systémes de culture a carence chronique en azote, a savoir l'agriculture biologique
(Duchene et al. 2017). Les Iégumineuses intercalaires se sont avérées capables de fournir un large
éventail de services supplémentaires comme produire des rendements nettement supérieurs a ceux d'une
seule culture, la dynamique du nitrogéne, meilleure efficacité d'utilisation des ressources, controle
amélioré des mauvaises herbes, réduction des attaques et des dommages causés par les ravageurs,
augmentation de la stabilité, l'agrégation et la perméabilité du sol, et I'activité et de la diversité des
organismes du sol (Brooker et al. 2015). De plus, le role des Iégumineuses est bien prouvé dans la
phytoremédiation, étant donné qu’elle améliore les écosystémes des sols pollués par les métaux lourds
dans la culture intercalaire (Zhu et al. 2016). Récemment, la symbiose Rhizobium-légumineuses a attiré
I'attention par sa capacité biochimique et écologique a dégrader et a éliminer les polluants organiques.
Elle est également connue par sa résistance aux métaux lourds ce qui fait d’elle I’'une des outils efficaces
pour la réhabilitation des sols modérément contaminés (Lebrazi et Fikri-Benbrahim, 2018).

Parmi les fabacées, Medicago sativa est un fourrage traditionnel des oasis. Cette plante herbacée et
vivace, est résistante a la sécheresse, et pousse bien dans les sols bien drainés ou les précipitations sont
supérieures a 450 mm; elle pousse aussi trés bien dans les zones irriguées (Mielmann 2013). En Tunisie,
la luzerne cultivée Medicago sativa est I’espéce la plus cultivée dans les oasis. Sa culture en sec est une
pratique récente depuis une vingtaine d'années.

JEDER et al. (2021) / Journal of new sciences, Agriculture and Biotechnology, 82 (2), 4767-4777 4768



Volume 82(2). Published April, 01, 2021 % JOURNAL

www.jnsciences.org N/ OF NEW SCIENCES
E-ISSN 2286-5314 WWW.JNSCIENCES.ORG

Plusieurs études ont été faites sur la co-culture des légumineuses et la viticulture montrant I’efficacité
de ce systéme et le role des Iégumineuses dans I’augmentation des rendements de la vigne en association,
I’amélioration de I’absorption des nutriments et la réduction du stress oxydatif contre le stress métallique
(Wu et al. 2019).

Dans ce contexte, et vu la demande mondiale pour la consommation de vigne, la viticulture demeure un
centre d’intérét pour ‘I’intercropping’ avec les légumineuses pour améliorer le rendement et les
propriétés nutritives du raisin. Avec une production annuelle de plus de 77 millions de tonnes, la vigne
est l'une des cultures fruitiéres les plus importantes dans le monde, avec une superficie cultivée
supérieure & 75 millions Ha (Bouamama-Gzara et al. 2017). Actuellement, selon les données de
Groupement Interprofessionnel de Fruits en Tunisie (Gifruit) pour 1’année 2016, le vignoble tunisien
occupe 22000 ha de superficie dont 12000 ha sont plantés de cultivars de raisins de table. Les plantations
de vigne sont concentrées au nord, au centre et au sud, ou les superficies plantées se propagent
rapidement d'une année a l'autre (Arfaoui et al. 2019). Selon le ministére de 1’Agriculture, des
Ressources hydrauliques et de la Péche en Tunisie, le cap-bon est la partie la plus productive de vigne.
En 2018, elle a déclaré que la récolte des raisins destinés a la transformation, pour la saison 2017-2018,
a enregistré une évolution, dans le gouvernorat de Nabeul, atteignant 22 000 tonnes (sur une superficie
de 7400 hectares) contre 21 200 tonnes la saison écoulée.

Dans cette étude, et vu son importance économique, on s’intéresse a étudier le comportement de la
viticulture en co-culture avec M. sativa sur un sol de jardinage, sous un stress métallique par le Cd, sur
la variation de la teneur en malonyldialdéhyde (MDA), la teneur en peroxyde d’hydrogéne (H20>), la
teneur en protéines solubles, le taux des sucres totaux et la teneur en proline.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

La vigne sauvage (Vitis vinefera) est cultivée en association avec la luzerne (Medicago sativa) inoculée
ou non avec son rhizobium spécifique. La vigne utilisée est appelée aussi lambrusque, récoltée
principalement de la frontiére Tuniso-Algériénne de nord-ouest. La luzerne utilisée est un cultivar local
de la région de Gabeés. La culture est conduite sur un sol de jardinage. Cette culture est soumise a une
concentration 1 mM de Cd.

2.2. Laculture

Les graines de la luzerne ont été désinfectées et stérilisées avec de I'éthanol (70%) pendant 1 min, rincées
plusieurs fois avec de I'eau distillée stérilisée et laissées a I'obscurité a 4 °C durant une nuit. Aprés 24
heures, les graines sont germées dans les pots (100 graines/pot). La vigne est cultivée en association
(intercropping) avec la luzerne inoculée ou non avec le rhizobium spécifique Sinorhizobium meliloti
(RCR2011). La mise en place de la luzerne précéde celle de la vigne par 15 jours, dans des pots en
plastique de 20 cm de diamétre. Une plante de vigne entourée par environ 100 plantules de luzerne ont
été utilisées dans chaque pot. L’inoculation de la luzerne par le rhizobium se fait avec 1’apparition des
premiéres feuilles, suivie par un rappel apres 15 jours (10 ml inoculum / pot avec une concentration de
10'° CFU/ml).

La culture a été réalisée pendant trois mois, dans une serre bien contrélée ou les températures comprises
entre 25°C et 19°C (jour / nuit), I’humidité relative de 60% et la photopériode de 16 h de lumiére/ 8 h
d'obscurité. Trois traitements ont été considérés : la vigne toute seule (VC), la vigne avec La luzerne
(VLC) et la vigne avec la luzerne et son rhizobium spécifique (VLRC).

2.3. Analyse des lipoperoxydes membranaires

2.3.1. Extraction

La peroxydation des lipides est estimée par 1’évolution de la teneur en malonyldialdéhyde (MDA)
déterminée selon la méthode décrite par Aliaetal. (1995). Le tissu végétal frais (1 g des feuilles fraiches)
est broyé dans 10 ml d’acide trichloroacétique (TCA, 5%). Le mélange est ensuite centrifugé a 12000
rpm pendant 15 min.
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2.3.2. Dosage

Apres centrifugation, un volume égal d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,5% préparé dans une solution
d’acide trichloroacétique 20% est ajouté au surnageant. Le mélange est incubé a 100°C pendant 25 min.
Durant cette incubation, un complexe se forme entre le TBA et les composés aldéhydiques,
principalement le malondialdehyde (MDA). Aprés refroidissement immédiat dans la glace (afin de
stopper la réaction), le mélange est centrifugé a 10000 rpm pendant 5 min. Ensuite, le surnageant est
collecté pour la détermination colorimétrique des lipoperoxydes. L’absorbance est déterminée a 532 nm.
La densité optique est corrigée ensuite par la soustraction de 1’absorbance non spécifique a 600 nm. La
concentration du MDA est alors calculée a ’aide de son coefficient d’extinction (155 mM™cm?).
MDA (nmol g*MF) = [(A532 - A600) * V] / (155 * MF) * 1000

Avec: A = absorbance

V = volume de I’extrait végétal (ml)

MF = matiere végetale fraiche (g)

2.4. Détermination de la teneur en peroxyde d’hydrogéne (H2O>)

La teneur en H>O; a été mesurée apres une réaction avec 1’iodure de potassium (KI). Le tissu végétal
frais (feuilles fraiches) est broyé dans un mortier a 4°C a 1’aide d’une solution de 0,1% d’acide
thiobarbiturique (TCA) a raison de 3 ml pour 0,3 g de matiere fraiche. Le broyat est ensuite centrifugé
a12.000 rpm pendant 15 min a 4°C. Pour le dosage, 0,75 ml de surnageant sont mélangeés avec 0,75 ml
de tampon K;HPO4 / KH2PO4 (10 mM, pH 7) et 1,5 ml d’iodure de potassium (KI) (1M). Les mesures
de la densité optique sont faites a 390 nm.

Le taux de H,O; a été estimé en utilisant une gamme étalon réalisée a partir des solutions meres dans
les mémes conditions (Chakrabarty et al. 2009).

2.5. Extraction des protéines solubles totales

Le tissu frais (500 mg de feuilles fraiches) est broyé a I’aide d’un mortier dans I’azote liquide en présence
d’une pincée de 2% de PVP (polyvinylpyrrolidone), puis homogénéisé dans 1 ml de tampon k-phosphate
(50 mM; pH 7,8) dont la composition est la suivante: 0,1 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)
, 0.1% Triton X-100, 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride). L’extrait ainsi obtenu est centrifugé
a 4°C pendant 20 min a 12000 rpm. Le surnageant résultant de cette centrifugation représentant la
fraction des protéines solubles est récupéré puis on les aliquote dans des tubes eppendorfs en fractions
de 150ul. Les tubes sont conservés au -80°C jusqu’a dosage des protéines totales selon la méthode de
Bradford (1976), en utilisant une gamme étalon de BSA (Bovine Serum Albumin).

Le dosage des protéines se base principalement sur la liaison des protéines au bleue de Coomassie G250
(Bradford (1976). Une fois lié a la protéine, ce réactif de couleur rouge va virer a la couleur bleue avec
une absorption maximale a 595 nm. La teneur en protéines des échantillons est déterminée en utilisant
une gamme étalon de BSA de concentration connue (1 mg/ml).

2.6. Extraction et dosage des sucres totaux

Les sucres sont extraits grace a deux extractions successives de 30 min a chaud (70°C) (Yemm and
Willis 1954). Le matériel végétal (25 mg) préalablement séché pendant 4 jours a 60°C est broyé en
poudre. L’échantillon est ensuite mixé et homogénéisé en présence de 2,5 ml d’éthanol 80%. Apres
incubation 30 min dans un bain marie & 70%, ’homogénat ainsi obtenu est immédiatement refroidi puis
centrifugé a 3000 rpm a 30 min et a 4°C. Le surnageant de chaque échantillon est ensuite prélevé et
stocké & -20°C. Les culots retenus sont resuspendus dans 2,5 ml d’éthanol pour une deuxiéme extraction.
Apres centrifugation, le second surnageant récupéré est ajouté au premier pour constituer 1’extrait final
puis, il est conservé a -20°C jusqu’au dosage.

Le dosage des sucres totaux se fait par colorimétrie en présence de I’anthrome sulfurique. La solution
d’anthrome sulfurique a été préparée comme suit: 0,1 g d’anthrome est mélangé avec 50 ml d’acide
sulfurique concentré 95% (H.SO4). A 1 ml d’anthrome sulfurique, sont ajoutés 0,5 ml d’éthanol 80% et
50 pl d’extrait, I’ensemble est homogénéisé a I’aide d’un vortex puis incubé dans un bain marie pendant
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10 min & 100°C dont on obtient une coloration verte. Apres incubation, la réaction est arrétée dans la
glace et les teneurs en sucres sont déterminées par spectrophotométrie a 640 nm en se référant a une
courbe standard de glucose.

2.7. Dosage de la proline

La teneur en proline a été déterminée selon la méthode décrite par Bates et al. (1973). Pour cela, 0,5 g
des échantillons ont été extraits avec de I'acide sulfosalicylique a 3%. Deux ml des extraits végétaux ont
été mélangés avec une quantité égale d'acide acétique glacial et du réactif a la ninhydrine, et maintenus
pendant 1 h dans de I'eau bouillante. Aprés refroidissement du mélange réactionnel, 2 ml de toluéne a
été ajouté. Le chromophore a été aspiré a partir de la phase aqueuse, et I'absorbance a été mesurée a 520
nm et calculée en umol g MS a partir d'une gamme étalon de proline pure.

2.8. Analyses statistiques

Toutes les données présentées sont les valeurs moyennes de trois répétitions. L'analyse de la variance
(ANOVA 1) pour toutes les variables mesurées a été réalisée par SPSS Ver. 20, Inc., Chicago, Etats-
Unis. Les moyens de traitement ont été séparés en utilisant le test a plages multiples de TUKEY en
prenant P<0,05 comme significatif.

3. Résultats

3.1. Analyse des lipoperoxydes membranaires

Le malondialdéhyde est considéré comme un marqueur de stress. Son augmentation montre qu’il s’ agit
d’une accumulation des radicaux libres dans les cellules de la plante. Dans notre étude, en présence de
1 mM de Cd, on a enregistré une diminution significative de la teneur en MDA dans les feuilles de la
vigne en co-culture avec la luzerne. Cette diminution est plus prononcée chez la vigne du traitement
(VLRC) ou la présence du couple M. sativa-rhizobium (figure 1).

Au niveau racinaire, on remargue une diminution considérable de la teneur en MDA chez la vigne du
traitement (VLC), par contre, cette teneur augmente en présence du couple M. sativa-rhizobium (figure
1).
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Figure 1: Variation du taux de MDA (nmol mg de protéine) chez les feuilles (a) et les racines (b) de la vigne cultivé co-
culture avec M. sativa sous un stress métallique par le Cd. VVC: la vigne seule, VLC: la vigne avec la luzerne, VLRC: la
vigne avec la luzerne et le rhizobium. Les données suivies de différentes lettres sont significativement différentes selon le
test TUKEY, p <0,05
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3.2. L’accumulation du peroxyde d’hydrogéne

En présence de Cd dans le milieu de culture, 1’analyse des résultats permet de constater une différence
significative entre la vigne en monoculture et celles en culture intercalaire au niveau de la teneur en
peroxyde d’hydrogéne (figure 2). En effet, au niveau des feuilles de vigne, on remarque que la teneur
en peroxyde d’hydrogéne est fortement stimulée avec la culture de la luzerne (traitement VLC).
Cependant, la teneur en H,O, diminue considérablement dans les feuilles de vigne du traitement (VLRC)
par rapport a celle du traitement (VLC), et se trouve similaire a celle du traitement monoculture (VC)
(figure 2).

Au niveau des racines de vigne, on note une diminution significative de la teneur en H>O, chez les
traitements en présence du couple M. sativa-rhizobium. Cette diminution (de 1’ordre de 57%) est plus
spectaculaire chez les racines de la vigne du traitement (VLC) par rapport au traitement monoculture.
Avec le traitement (VLRC), le taux du H,O; diminue de 32% par comparaison avec le traitement
monoculture (figure 2).
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Figure 2: Variation de la teneur en H202 (umol. g'* MF) dans les feuilles (a) et les racines (b) de la vigne cultivé co-culture
avec M. sativa et soumise a un stress métallique par le Cd. VC: la vigne seule, VLC: la vigne avec la luzerne, VLRC: la
vigne avec la luzerne et le rhizobium. Les données suivies de différentes lettres sont significativement différentes selon le
test TUKEY, p <0,05

3.3. Teneur en protéines solubles totales

L’ajout de 1 mM de Cd a induit I’évolution significative de taux des protéines solubles foliaires et
racinaires chez Vitis vinefera cultivée en co-culture avec Medicago sativa. Au niveau foliaire, ’analyse
statistique montre une augmentation significative de la teneur en protéine solubles chez la vigne de
‘I’intercropping’ (VLRC) par rapport aux traitements (VLC) et (VC). Cette augmentation est 33% plus
élevée que la monoculture (figure 3).

Au niveau racinaire, la présence de la luzerne avec et sans le rhizobium est plus spectaculaire chez la
vigne des traitements (VLC) et (VLRC) par rapport a celle de la monoculture (VC), ou le taux des
protéines augmente par 47% par rapport au traitement (VC).
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Figure 3: Variation de la teneur en protéines solubles totales (mg g MS) dans les feuilles (a) et les racines (b) de la vigne
cultivé co-culture avec M. sativa et soumise a un stress métallique par le Cd. VC: la vigne seule, VLC: la vigne avec la
luzerne, VLRC: la vigne avec la luzerne et le rhizobium. Les données suivies de différentes lettres sont significativement

différentes selon le test TUKEY, p <0,05

3.4. Teneur en sucres totaux

La production des sucres totaux au niveau des feuilles de la vigne diminue considérablement dans la
culture intercalaire par rapport a la monoculture. Cette diminution est plus prononcée en cas de la
présence de la symbiose Sinorhizobium-M. sativa en culture avec la vigne. Par contre au niveau des
racines, le systéme cultural n’a pas d’effet sur la production des sucres solubles (figure 4).
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Figure 4: Variation de la teneur en sucres totaux (mg g* MS) dans les feuilles (a) et les racines (b) de la vigne cultivé co-
culture avec M. sativa et soumise a un stress métallique par le Cd. Les données suivies de différentes lettres sont

significativement différentes selon le test TUKEY, p <0,05
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3.5. Dosage de la proline

L’accumulation de la proline est considérée comme une des stratégies adaptatives déclenchées par la
plante face aux contraintes environnementales. Elle est envisagée comme marqueur de résistance aux
contraintes abiotiques.

L’analyse statistique a montré que le Cd a influencé significativement la teneur en proline. Une
diminution des quantités de proline est enregistrée chez les feuilles de la vigne par rapport a la
monoculture face a la concentration de Cd utilisée (figure 5). Toutefois, la diminution la plus
remarquable chez les feuilles de la vigne est enregistrée en présence de la luzerne. Pareillement, en
présence du couple symbiotique, la teneur foliaire en proline diminue par rapport a la celle de
monoculture.

Aussi, les résultats montrent une diminution significative de la teneur racinaire en proline chez la vigne
du traitement (VLC) par rapport au traitement monoculture. En outre, 1’effet le plus spectaculaire de la
concentration de Cd utilisée est observé chez les racines de vigne en présence du couple M. sativa-
rhizobium.
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Figure 5: Variation de la teneur proline (umol. g** MS) dans les feuilles (a) et les racines (b) de la vigne cultivé co-culture

avec M. sativa et soumise a un stress métallique par le Cd. Les données suivies de différentes lettres sont significativement
différentes selon le test TUKEY, p <0,05

4. Discussion

L’effet de la toxicité de Cd se résume principalement dans la diminution de la germination, de la
croissance et du rendement des plantes. Au niveau cellulaire, cette toxicité se traduit par une réduction
de I’activité photosynthétique, de 1'altération de la nutrition minérale et de 1’induction du stress oxydatif
(Rizwan et al. 2017).

L'accumulation des métaux lourds tels que le Cd dans les sols pourrait affecter les mécanismes
physiologiques et biochimiques des plantes. 1l y a donc production d'especes réactives de lI'oxygéne
induisant un stress oxydatif dans la plante (Sandalio et al. 2001).

Dans notre étude, on a remarqué qu’en présence de Cd a une concentration de 1 mM, le taux foliaire de
MDA chez la vigne a diminué en présence de M. sativa et son rhizobium. Des résultats similaires ont
été noté par Ma et al. (2019) qui ont montré que Helianthus annuus, inoculé par une souche de
pseudomonas et un champignon mycorhizien, présente un taux de MDA moins que les plantes non
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inoculées et ¢a s’équivalait avec le principe de la culture associé. Ils ont montré aussi qu’en présence de
Nickel, le taux de MDA augmente au niveau des racines et diminue au niveau des feuilles avec
I’inoculation.

Les métaux lourds favorisent I’installation d’un état de stress oxydatif due & une surproduction des
radicaux libres de I’oxygeéne (ROS) qui sont hautement toxiques. Grace a leur pouvoir oxydant puissant,
les ROS réagissent avec les biomolécules entrainant des modifications importantes telles que
I’oxydation des protéines et la mutation des acides nucléiques et I’accumulation de peroxyde
d’hydrogeéne (Shahid et al. 2020). L’austérité de ces dommages cellulaires dépend expressément de
I’intensité du stress appliqué ainsi que le degré de la sensibilité des plantes vis-a-vis du stress (Jalleli
2018). Dans notre étude, la peroxydation d’hydrogéne H.O. présente une variation significative entre
les traitements. En appliquant du Cd, le taux de H20; est élevé chez la vigne de la monoculture. Ce taux
élevé est allégé par la co-culture avec M. sativa et le rhizobium, comme il a été mentionné par Mariem
et al. (2014), qui ont montré que le taux de H:O: par fluorescence augmente en présence de
concentrations croissantes de Cd. Ce taux diminue en inoculant les légumineuses par les rhizobiums
spécifiques.

Les résultats de notre culture montrent que la co-culture de la vigne avec la luzerne avec/sans son
rhizobium spécifique a allégé le stress protéique induit par 1’ajout de ImM du Cd chez les feuilles et les
racines de vigne. Ceci se traduit par une augmentation de la teneur des protéines chez la vigne par rapport
a la monoculture. Ces résultats peuvent étre corrélés avec ceux de I’étude de Wang et al. (2020) qui ont
montré que, sous stress cadmique, la culture intercalaire post-greffe de Cosmos sulphureus a augmenté
de maniere significative la teneur en protéines solubles. Aussi, une étude menée par Wu et al. (2019)
sur les effets de la culture associée avec Vigna radiata et Vigna umbellata sur l'activité enzymatique
antioxydante de Cyphomandra betacea soumis a un stress de Cd, a révélé que la culture intercalaire
avec V. umbellata a augmenté la teneur en protéines solubles de 57,94% par rapport a la monoculture
de C. betacea.

Dans notre étude, les résultats montrent que le taux foliaire des sucres solubles diminue en présence de
la culture associée et le Cd. Ceci s’accorde avec 1’étude de Ghaffarian et al. (2020) qui ont révélé que la
culture en association de Kochia (Kochia scoparia) avec Sesbania (Sesbania aculeata) et Guar
(Cyamopsis tetragonolib) en condition de salinité diminue la production des sucres solubles.

La proline est un acide aminé, qui a un effet tres bénéfique sur les plantes exposées a diverses conditions
de stress. La concentration de proline dans les cellules, les tissus et les organes végétaux est régulée par
I'interaction de la biosynthese, de la dégradation et du transport intercellulaire. Il est bien connue que la
proline protége les plantes et l'intégrité de la membrane contre le stress, et stabilise les enzymes
antioxydantes. 1l agit également comme un régulateur osmotique cellulaire entre le cytoplasme et la
vacuole, en détoxifiant les radicaux libres et en tamponnant le potentiel redox cellulaire, et en stabilisant
le complexe de transport d'électrons (Ghaffari et al. 2021). Dans notre étude, on a enregistré une
augmentation de la teneur foliaire et racinaire en proline chez la vigne du traitement de la co-culture ce
qui pourrait mettre en évidence 1’effet positif du systéme cultural adopté. En effet, Ghaffarian et al.
(2020) ont montré que le taux de la proline diminue en présence de la co-culture de Kochia avec
Sesbania, alors qu’il augmente en co-culture avec Guar.

5. Conclusion

Le systéeme de culture en association a un effet efficace sur les paramétres biochimiques de la vigne sous
stress métallique de Cd dans le sol. La présence de symbiose luzerne / rhizobium atténue ce stress via
la fixation symbiotique de l'azote offrant des quantités supplémentaires d'azote dans le sol et la
phytostabilisation de Cd impliqué. Il est nécessaire d’étudier en plein champs 1’effet de ‘I’intercropping’
sur le rendement de la vigne ou d’autres arbres fruitiers et la fertilisation et la réhabilitation des sols.
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