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Introduction

I- Introduction

Le probléme de I’eau, du sol et de I’environnement contaminés par les ¢léments traces
métalliques est aujourd’hui trés préoccupant pour tous les pays. Ces éléments tels que le
plomb, le cadmium, le cuivre, le zinc et le mercure ne sont pas aussi facilement biodégradés
et persistent dans I’environnement pendant de longues années. Leur présence est
extrémement dangereuse pour les étres vivants, ne serait-ce que via la chaine alimentaire. Il
est donc a priori tres important de mesurer, comprendre et contréler la pollution induite par
ces métaux lourds (Mitra et al. 2022).

Etant sessiles, les plantes se doivent de s’adapter aux différentes compositions d’un sol en
ce qui concerne I’accomplissement de leur cycle de vie qui débute par la germination des
graines a la production de biomasse via le stade ultime de reproduction. Pour ce faire, elles
puisent du sol en premier lieu des éléments nutritifs dits essentiels, comme par exemple le
Ni, dont les besoins sont infimes mais dont 1’absence ou une carence peut diminuer ou
entraver la croissance et le développement d’une plante. Au contraire, les éléments non
essentiels, tel que le Pb sont dangereux pour les plantes méme a faible concentration
(Raychaudhuri et al. 2021).

Certains ¢éléments peuvent s’accumuler dans les tissus végétaux en dépit de leur nocivité,
sans effets secondaires évidents, ni répercussions sur le rendement. Tout dépend de la
capacité de tolérance exprimée par la plante, de son stade de croissance, de la nature de
I’élément métallique en cause, de sa concentration et du temps d’exposition (Hassan et al.
2019 ; Zulfigar et al. 2019).

L’objectif de notre travail est axé sur 1’éventualité de sélectionner une espeéce végétale
exprimant non seulement des potentialités de tolérance, mais aussi capable d’apporter des
solutions durables a la dépollution et la restauration d’un sol contaminé. Marrubium vulgare
L. peut en étre une trés bonne alternative dans le sens ou c’est une espéce assez commune
dans nos régions, abondante, capable de tolérer des environnements assez rudes et considéré
de surcroit comme une plante d’intérét aux multiples vertus thérapeutiques de premier ordre
(Yabrir, 2019 ; A¢imovic et al. 2020).

Dans cette perspective, notre travail a été consacré a une étude des effets de deux éléments
métalliques, Pb et Ni, sur la germination des graines du Marrubium vulgare L., ainsi que
leurs incidences sur les premiers stades de la croissance et de développement des plantules,
en vue d’entrevoir une perspective de recommandation ou pas en phytoremédiation.

Pour réaliser ce travail, le Pb a été utilisé dans le milieu de germination des graines de
Marrubium vulgare L., sous la forme de nitrate de plomb [Pb(NO3).], aux concentrations de
[100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm]. C’est ce qui a été testé également ave le nickel dans
les mémes conditions, apporté sous forme de sulfate de nickel [NiSOa].



Introduction

La germination a été appreciée par la détermination des pourcentages de germination
moyens cumulés au cours du temps (20 jours), du pouvoir germinatif obtenu au bout des
expérimentations et par les temps moyens de germination. Durant la durée de cette
germination, I’expansion radiculaire a été mesurée tous les 4 jours.

Apres la vingtaine de jours consacrée au suivi de la germination et a 1’allongement
radiculaire, des mesures biométriques ont été effectueées sur les axes hypocotylés des
plantules qui se sont développées, ainsi que la détermination de leur statut hydrique, sans
oublier le dosage de leur contenu protéinique selon le protocole de Bradford (1976).

Une partie des plantules qui se sont développées 10 jours aprés la 1°¢ mise & germination
ont été récupérées et plantées en pots. Le premier axe feuillé émergeant a été mesuré
hebdomadairement durant 6 semaines.
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Syntheése Bibliographique

I1- Synthése bibliographique
I1-1- Apercu sur ’espéce Marrubium vulgare L.

Le Marrube blanc (Marrubium vulgare L.) est une espece tres répandue dans le bassin
méditerranéen (A¢imovi¢ et al. 2020). C’est une plante appartenant a la famille des
Lamiacées, une famille cosmopolite relativement importante avec environ 7000 especes et
260 genres. Les Lamiacées sont aussi bien des plantes herbacees que ligneuses (Zhao et al.
2021). Riches en huile essentielle souvent constituée de terpénes oxydés (terpénols,
terpénones), de nombreuses especes sont utilisées pour leurs propriétés condimentaires
(thym, sarriette, serpolet, romarin, sauge, origan), alimentaires (menthes) et/ou médicinales
(Michel et al. 2020).

I1-1-1- Classification hiérarchique

Le Marrube est ainsi classé (http://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/107397/tab/taxo) :

Regne : Plantae Haeckel, 1866
Sous-Régne : Viridaeplantae
Classe : Equisetopsida C. Agardh, 1825
Clade : Spermatophyta
Sous-Classe : Magnoliidae Novak ex Takht., 1967
Super-Ordre : Asteranae Takht., 1967
Ordre : Lamiales Bromhead, 1838
Famille : Lamiaceae Martinov, 1820
Sous-Famille : Lamioideae Harley, 2003
Tribu : Marrubieae Vis., 1847
Genre : Marrubium L., 1753
Espece : Marrubium vulgare L., 1753

I1-1-2- Origine du nom et vertus traditionnelles

Le Marrube est qualifié de plante amére, son nom est d’ailleurs issu de 1’hébreu marob, qui
signifie jus amer. Depuis 1’antiquité, le Marrube vulgaire dit encore blanc fait partie de la
thériaque et était utilisé couramment pour ses vertus. En Egypte antique, il était nommé
graine d’Horus (dieu égyptien) et était employé pour ses nombreuses propriétés. Ce surnom
égyptien est a I’origine de son nom anglais, white Horehound (Lodhi et al. 2017).


http://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/107397/tab/taxo
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Le nom de Marrube blanc pourrait provenir également du latin Marrubium, issu de la ville
romaine Maria urbs. En plus des latins, les Grecs de I’ Antiquité 1’utilisaient également et
Dioscoride la préconisait en décoction pour soigner des affections pulmonaires comme
I’asthme ou encore la toux (Lodhi et al. 2017).

Le Marrube vulgaire est nommé Marriouth ou encore Maruyeth dans nos régions. Associé
au miel, il est utilisé contre les maladies respiratoires, ¢’est aussi un trés bon apéritif et

améliore le fonctionnement de 1’estomac (Zidat, 2016).

11-1-3- Distribution

Marrubium vulgare est une plante cosmopolite qui pousse presque dans toute 1’Europe
surtout dans ses régions méditerranéennes ainsi que dans I’Europe méridionale et médiane.
C’est une plante commune en Afrique du Nord, en Afrique du Sud-Ouest et en Asie centrale
(Fig. 1) (Lodhi et al. 2017).

Figure 1: L’aire de répartition naturelle de Marrubium vulgare L. est indiquée en vert ;
introduite en Amérique (en violet).
Source : https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:449990-1

11-1-4- Description

Selon la description de Coste (http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-40975-description), le
Marrube blanc est une plante vivace de 30-80 cm, tomenteuse-blanchéatre, a odeur
pénétrante. Ses tiges sont épaisses, simples ou peu rameuses. Ses feuilles sont pétiolées,

ovales-orbiculaires, en coeur ou en coin a la base, irréguliérement crénelées, ridées,

tomenteuses, vertes en dessus (Fig. 2).


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:449990-1
http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-40975-description
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Les fleurs sont blanches, en verticilles axillaires nombreux, multiflores, trés compacts,
espacés sur les tiges. Le calice étant velu et laineux ; la corolle soyeuse et bilabiée (Fig. 2).

La capsule du fruit, ’akéne, contient environ 3 a 4 graines (Fig. 2). Ces graines de 1 a 2,5
mm de long sont de forme ovoide, légerement aplaties dans leur contour avec une surface
rugueuse (Nedjimi et al. 2020).

Figure 2 : Feuilles, fleurs et graines de Marrubium vulgare L. Source feuilles et fleurs :
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:Isid:ipni.org:names:449990-1 /

Source graines : D. Walters and C. Southwick, Table Grape Weed Disseminule ID, USDA
APHIS PPQ, Bugwood.org

11-1-5- Ecologie de I’espece

Pour ce qui est des parameétres édaphiques, Marrubium vulgare L. est lié a des sols de texture
Iégere (limoneux), a pH légérement alcalin (7,5 < pH < 8,0), peu humides (xérophiles velues,
aiguillonnées et cuticule épaisse), moyennement a fortement riches en nutriments (= 1250
ng N/I) et assez pauvres en matieres organiques (milieu carbonaté). L espéce ne tolére pas

les terres gorgées d’eau, ni d’ailleurs la salinité (Fig. 3).

Pour ce qui est des caractéristiques climatiques, Marrubium vulgare L. est exigeante en
intensité lumineuse (perhéliophile 75 000 lux), une humidité atmosphérique intermédiaire
(40%), une température euryméditerranéenne ou bien méditerranéo-atlantique (T = 13°C) et

une continentalité subocéanique (amplitude thermique =~ 19°C) (Fig. 3).


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:449990-1
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Dans la steppe algérienne, Marrubium vulgare L. préfére 1’aridosol (sol calcimagnésique
xerique) a croute calcaire, moyennement a fortement riches en matiére organique, peu
humides et a pH Iégerement alcalin (Bouterfas et al. 2013 ; Nedjimi et al. 2020).
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Figure 3 : Valence optimale de Marrubium vulgare L. en terme de caractéristiques du sol et
d’exigences climatiques. Source : http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-40975-ecologie

11-1-6- Principes actifs et utilisation

Marrubium vulgare L. est une plante riche en différents principes actifs (Lodhi et al. 2017 ;
Yabrir, 2019 ; A¢imovic¢ et al. 2020 ; Hayat et al. 2020 ; Michel et al. 2020), comme :

Des lactones di-terpéniques labdaniques : marrubiine, prémarrubiine, ... (Fig. 4),
Des glycosides de phénylpropanoides : verbascoside, ...

Des flavonoides,

Des flavones méthoxylées,

Des composés azotés caractéristiques de la famille des lamiacées,

Des tanins specifiques des lamiacées,

Des mucilages,

Des huiles essentielles : a-pinene, limonene, etc.


http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-40975-ecologie
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Figure 4 : Structure chimique de quelques di-terpénes issus de Marrubium vulgare L.
(Lodhi et al. 2017).

Marrubium vulgare L. est connu pour ses vertus expectorantes (expulsion du mucus),
antitussives, béchiques (contre la toux seche) et fluidifiantes. Il peut étre utilisé en cas de
toux grasse et d’inflammation des voies respiratoires. C’est la marrubiine qui exerce un effet
fluidifiant directement sur les sécrétions de la muqueuse bronchique et facilite ainsi
I’expectoration. Sa composition en essences aromatiques (o-pinéne, limonéne) offre aux
extraits de marrube blanc des vertus antiseptiques pulmonaires.

En raison de ses composés phénoliques variés (verbascoside, forsythoside B, arenarioside et

ballotetroside), I’extrait de Marrube blanc a une action antioxydante au sein de I’organisme.

Il possede des propriétés stimulantes hépatiques, cholagogues (évacuation de la bile) et
cholérétiques (sécrétion de bile) qui permettent de stimuler la production de bile et son
évacuation par la veésicule biliaire. 1l est particulierement utile en cas de digestion difficile,

d’insuffisance biliaire ou de manque d’appétit.

C’est aussi un excellent tonique naturel a utiliser en cas de fatigue, de convalescence ou
d’anémie.

Enfin, le marrube blanc a des effets antispasmodiques, analgésiques, hypoglycémiants, anti-
inflammatoires et hypotenseurs. A ce titre, il pourrait étre utilisé pour traiter le diabéte,
I’obésité et la cellulite (Yabrir, 2019 ; A¢imovi€ et al. 2020 ; Hayat et al. 2020 ; Michel
et al. 2020).
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I1-2- De la graine au développement d’une plantule

Le développement des plantes est un processus qui débute par la germination de la graine.
Les graines sont des organes quiescents, trés déshydratées, leur contenu en eau est de pres
de 5% et les réactions métaboliques y sont difficilement détectables (Hopkins, 2003).

11-2-1- Structure des graines

Les graines se développent dans 1’ovaire de la fleur, ou un embryon se forme. Cet embryon
comprend un axe embryonnaire qui porte un ou plusieurs cotylédons. A 1’'une des extrémités
de I’axe embryonnaire se trouve la gemmule qui formera la tige feuillée. A I’autre extrémité
la radicule produira les racines (Fig. 5).

L’embryon qui se développe dans 1’ovaire est entouré d’un tissu nutritif, ’albumen. Les
graines albuminées contiennent a maturité un albumen plus ou moins abondant, chargé de
réserves. Les graines ex-albuminées contiennent des embryons volumineux renfermant les
réserves nutritives, principalement dans leurs cotylédons.

La graine est entourée d’une enveloppe dure, qui provient des téguments qui entourent

I’ovule lors de son développement dans 1’ovaire (Hopkins, 2003).

Ovule au Développement de 'embryon dans

moment de la I'albumen, formation de la graine
fécondation

graine

| |

Y - Y ¥

Accumulation des

; Dessiccation
reserves

Embryogeneése (divisions cellulaires)

Figure 5: Anatomie d’une graine qui se développe a partir de 1’ovule. Source :
https://www.studocu.com/fr/document/sorbonne-universite/biologie-vegetale/chapitre-3-
germination-et-dormance/8045402

11-2-2- Maturation des graines

La maturation de la plupart des graines se caractérise par une accumulation de matiéres
organiques, principalement des glucides ou des lipides, et des protéines. Des sels minéraux,

en particulier le phosphate, sont stockés sous forme complexée avec I’acide phytique.


https://www.studocu.com/fr/document/sorbonne-universite/biologie-vegetale/chapitre-3-germination-et-dormance/8045402
https://www.studocu.com/fr/document/sorbonne-universite/biologie-vegetale/chapitre-3-germination-et-dormance/8045402
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La phase tardive de maturation est associée a une déshydratation progressive. Elle entraine
la mise en place de propriétés cellulaires de tolérance a la dessiccation et de quiescence

métabolique qui permettent a la graine mature de survivre a 1’état sec (Fig. 5).

Le début de la dessiccation des graines s’accompagne d’une synthése intense et transitoire
d’acide abscissique suivie de 1’accumulation d’oligosaccharides, d’osmo-protectants
(proline par exemple) et de proteines, notamment des protéines de réserves et des protéines
de stress thermorésistantes (HSP pour Heat Shock Proteins) et des protéines LEA (Late
Embryogenesis Abundant) qui participent a 1’acquisition de la tolérance a la dessiccation
(Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-3- Dormance

Chez les plantes produisant des graines orthodoxes, la capacité de germination se perd au
cours de la phase de maturation. Il y a mise en place de la dormance primaire, contr6lée par
I’acide abscissique (Hopkins, 2003 ; Baskin & Baskin 2004 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-3-1- Définitions et caractéristiques

La dormance primaire est définie comme 1’incapacité temporaire d’une graine viable a
germer lorsque les conditions environnementales sont favorables a la germination. La
profondeur de dormance dépend du génotype et des conditions environnementales au cours
du développement et de la maturation des graines.

La dormance est soit imposée par les téguments, on parle alors de dormance tégumentaire
soit installée dans I’embryon lui-méme, qui demeure dans ce cas incapable de germer méme
sorti de ses téguments, on parle alors de dormance embryonnaire.

Apres le détachement de la graine de la plante mere, la dormance primaire est naturellement
levée au cours du temps. Si les graines non dormantes rencontrent des conditions
défavorables a la germination sur une période prolongée, elles peuvent entrer a nouveau dans
un état de dormance, dit dormance secondaire, non établie sur la plante meére (Mazliak,
1998 ; Marouf & Raynaud, 2007 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-3-2- Rdles des téguments de la graine

Les téguments de la graine peuvent étre responsables de la dormance, soit parce qu’ils sont
imperméables a ’eau et/ou a 1’oxygeéne, composés nécessaires a la reprise d’activité
métabolique, soit parce qu’ils contiennent des substances inhibitrices de la germination, ou

piégeant I’oxygene, soit par leur résistance mécanique (Hopkins, 2003).
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11-2-3-3- Contréle hormonal

L’acide abscissique et I’acide gibbérellique jouent un réle déterminant dans la mise en place
et la levée de la dormance. Pour induire la dormance embryonnaire, I’ABA est synthétisé
dans I’embryon. Cette synthese est associ¢e a un déclin de la teneur en acide gibbérellique
(Fig. 6). L’augmentation du rapport ABA/GA qui s’ensuit est trés défavorable a la
germination, alors que la graine posséde encore une teneur en eau qui la rendrait possible
(Foley, 2001 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

Synthesis of

seed reserves
Pattern Desiccation tolerance

formation Induction of dormancy

germination

R *

vivipary
seeds

GA

ABA \/\

Figure 6 : Evolution de la concentration en acide gibbérellique (GA) et en acide abscissique
(ABA) au cours des trois stades fondamentaux de développement de la graine. Source :
https://www.studocu.com/fr/document/sorbonne-universite/biologie-vegetale/chapitre-3-
germination-et-dormance/8045402

11-2-4- Germination des graines

La germination est définie comme la somme des événements qui vont de I’imbibition de la
graine seche non dormante et viable, qui permet la réactivation métabolique, a la percée
radiculaire, c’est-a-dire la rupture des téguments et la sortie de la radicule par élongation
cellulaire.
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La germination exige donc des conditions favorables externes, qui sont la disponibilité en
eau, en oxygene et une température compatible avec un métabolisme cellulaire actif ; et
internes, la levée de dormance (Hopkins, 2003 ; Baskin and Baskin 2004 ; Finch-Savage
and Leubner-Metzger 2006 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-4-1- Imbibition et événements métaboliques associés a la germination

La germination débute par la réhydratation de la graine mature séche non dormante et
s’achéve a la sortie de I’embryon. Elle s’opére en 3 phases (Fig. 7) (Hopkins, 2003 ; Heller
et al. 2004 ; Morot-Gaudry et al. 2021) :

- Phase |: une réhydratation rapide, qui dure quelques heures, permet a la graine
d’augmenter de volume. L’entrée d’eau permet une transition de phase des membranes
cellulaires et conduit alors a une fuite de solutés et de petits métabolites hors de la graine.
En méme temps, le métabolisme de la graine est activé : reprise de la respiration,
mitochondries fonctionnelles assurent une alimentation en ATP suffisante et synthése
protéique apres traduction d’ARNm stockés au cours du développement de la graine. En
paralléle, des systémes élaborés s’occupent de la réparation des organites, des membranes,

de ’ADN et des protéines endommagés par la dessiccation, le stockage et la réhydratation.

Les étapes de la germination Radicle “

emergence N

\ Mitosis

Mobilization of

G -> stored reserves
=

Start of elongation in the axial organs

80+ Activation of H* ATPase in plasmalemma

Enlargement of vacuole

Accumulation of osmolic solutes

60T

=~=— Activation of protein synthesis
~— Onset of degradation of reserves

Final activation of respiration
40 T
\Onsel of mRNA synthesis

translation of stored mRNAs
-+— Onset of amino-acid metabolism

Water content (% fresh weight)

20T
Primary activation of respiration

S Membranes repair
Solutes leakage

phase ll

Post-germination
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Figure 7 : Evolution de la quantité d’eau au cours des trois phases de la germination.
Source : https://www.studocu.com/fr/document/sorbonne-universite/biologie-vegetale/
chapitre-3-germination-et-dormance/8045402
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- Phase Il : teneur en eau quasi stationnaire et de durée variable. Tous les mécanismes
engagés en phase I continuent a fonctionner et la synthése des protéines s’active. C’est une
¢étape de préparation d’un état métabolique permettant la croissance cellulaire, 1’allongement
de I’axe embryonnaire et ’entrée dans un programme de développement de la plantule (Fig.
7).

- Phase 111 : nouvelle prise d’eau et d’une durée de quelques jours. C’est une phase qui
commence généralement par la percée de la radicule, qui s’engage alors dans une croissance
rapide par ¢longation et reprise de la division cellulaire. L activité respiratoire augmente a
nouveau et la teneur en eau atteint son maximum lors de I’émergence des parties aériennes
de la jeune plantule. Tous ces événements concernent la dégradation des réserves puis,
progressivement, le passage vers une croissance autotrophe (Fig. 7).

11-2-4-2- Effets de I’équilibre hormonal

Durant les phases I et I, les graines catabolisent ’ABA qu’elles contenaient a 1’état sec en
acide phaséique, un métabolite inactif, et produiraient davantage d’acide gibbérellique (Fig.
6). Un rapport ABA/GA plus faible est favorable a la germination. Il peut conduire a la
synthése d’enzymes de dégradation des parois cellulaires facilitant la percée de la radicule.
Les acides gibbérelliques stimuleraient 1’¢longation cellulaire en modifiant les propriétés

rhéologiques des parois (Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-4-3- Mobilisation des réserves de la graine en germination

Les réserves accumulés dans les organes de stockage de la graine, cotylédons ou albumen
sont massivement mobilisés. Leur dégradation apporte 1’énergie nécessaire a la croissance
de la plantule jusqu’a ce qu’elle devienne autotrophe. Dans ce processus, interviennent des
enzymes de dégradation des réserves, qui sont pour la plupart stimulées par les gibbérellines
et réprimées par I’ABA (Hopkins, 2003 ; Heller et al. 2004 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-5- Développement de la pousse feuillée

L’axe caulinaire qui émerge s’allonge. C’est soit 1’hypocotyle qui s’allonge d’abord,
propulsant les cotylédons et les premieres feuilles qui y sont enfermées hors du sol
(germination épigée) ; soit I’hypocotyle reste court et compact, les cotylédons demeurent
dans le sol et c’est 1’épicotyle qui s’allonge fortement, propulsant les feuilles hors du sol
(germination hypogée).

L’allongement de I’axe caulinaire résulte a la fois des divisions et du grandissement des

cellules produites par la division des cellules du méristeme apical caulinaire. La vitesse et
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I’ampleur de 1’allongement sont soumis a divers contréles comme ceux exercés par la
nutrition, les hormones et les facteurs de I’environnement (lumiére et température par
exemple). La taille définitive de la pousse feuillée est déterminée par le taux et ’ampleur de

I’allongement des entre-nceuds, qui sont les segments compris entre les nceuds.

L’augmentation de I’activité de division cellulaire génére des primordiums foliaires, qui
forment de petites protubérances sur les flancs du méristéme. L’initiation des feuilles se
déroule selon une séquence ordonnée, qui est spécifique d’une espeéce et qui détermine la
disposition des feuilles, ou phyllotaxie, sur la tige adulte (Hopkins, 2003).

11-3- EIéments traces métalliques et phytoremédiation

Les activités humaines sont largement responsables des pollutions des sols et des eaux et
plus généralement des atteintes globales a I’environnement. Elles sont impactées par des
biocides (herbicides, insecticides, fongicides, ...), des hydrocarbures ou des meétaux et
¢léments inorganiques toxiques (Cu, Ni, Cd, Pb, Cr, Hg, Sn, As, ...). Sur le long terme, la
nature est capable de s’adapter a certains types de pollutions, notamment grace a I’activité

des microorganismes et des végéetaux (Grison, 2022).

I1-3-1- EIéments traces métalliques
11-3-1-1- Définition

Eléments naturellement présents dans les sols dont certains sont indispensables aux plantes.
IIs font partie des oligo-éléments et des ¢léments traces. On utilise également 1’expression
métaux lourds, qui correspond a une définition physique (masse volumique supérieure a 5
g/cm?) ou bien oligo-éléments. Les ETM les plus connus pour leur dangerosité sont le plomb
(Pb), le mercure (Hg), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le cuivre (Cu), le nickel (Ni), le
zinc (Zn) (Fig. 8). 1l faut ajouter a cette liste I’arsenic (As) et le sélénium (Se), qui ne sont
que des éléments traces et pas des métaux (Duffus, 2002 ; Ali and Khan, 2018a).

11-3-1-2- Source

Certaines exploitations miniéres intensives et activités industrielles métallurgiques sont a
I’origine de pollutions des sols et des systémes aquatiques, dues aux éléments traces
métalliques. Un probléme majeur, puisque le sol exerce des fonctions essentielles qui
déterminent en grande partie la production des produits alimentaires et la qualité de 1’eau
(Fig. 8). De plus, les ETM ne sont pas biodégradables et persistent donc dans les organismes
et les écosystemes contaminés (Grison, 2022).
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Figure 8: Eléments traces métalliques : sources et effets toxiques sur les différents
partenaires de la chaine alimentaire (Saxena et al. 2019).

11-3-1-3- Toxicité et effets indirects importants

La toxicité des ETM est due a leur similitude structurale avec les éléments essentiels, leur
permettant de les substituer de fagon compétitive, notamment dans les macromolécules dont
les enzymes (Grison, 2022).

Sur la santé, les pollutions métalliques présentent des risques potentiels sur le systeme
nerveux, rénal, pulmonaire et/ou osseux (Mishra et al. 2019). De fortes teneurs en ETM
diminuent la biodiversité, la densité et 1’activité de la flore et de la faune. Les animaux sont
contaminés par contact, inhalation de poussiéres métalliques, ingestion d’eau et d’aliments
issus de la chaine alimentaire (Ali and Khan, 2018b).

Les pollutions métalliques conduisent a une phytotoxicité des systéemes sols et, par la suite,
a leur érosion accrue. Ces phénomenes réduisent la fertilité des sols et entrainent la
contamination des produits agricoles et alimentaires (Ali and Khan, 2018b).

Ces problemes de pollution associés aux effets cumulés de I’évolution climatique impactent
lourdement les ressources vitales et touchent a la sécurité alimentaire et nutritionnelle des
populations (Grison, 2022).
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I1-3-2- Phytoremédiation

11-3-2-1- Définition

Si la bioremédiation repose sur I’utilisation d’espéces bactériennes spécifiques et adaptées a
la décontamination de zones contaminées, notamment par les polluants organiques ou
métalliques (Sharma et al. 2018 ; Verma and Kuila, 2019), la phytoremédiation est plutét

destinée a la résolution de problemes environnementaux générés par les élements traces
métalliques (Grison, 2022).

Compte tenu de leur phytotoxicité, les sols métalliferes exercent une forte pression de
sélection et génerent des habitats particuliers pour les espéces vegétales et les micro-
organismes associés. Il en résulte des metallophytes, capables de tolérer des concentrations
en ETM, et donc de survivre et se reproduire sur de tels sites (Grison, 2022).

11-3-2-2- Principaux procédés de phytoremédiation

La phytoremédiation est une des rares solutions intéressantes de réhabilitation durable des
sols dégradés ou contaminés par les ETM. Les procédés (Fig. 9) les plus connus et les plus
étudiés sont (Grison, 2022) :

- La phytoextration : c’est une écotechnologie de dépollution partielle des sols et des
sédiments par accumulation des ETM dans les parties aériennes des végétaux hyper
accumulateurs. Ceux-ci sont capables de contenir des taux de 100 mg Kg* de Cd ou As,
1000 mg Kg* de Co, Cu, Cr, Pb ou Ni, 10 000 mg Kg* de Mn ou Zn ;

- La phytostabilisation : elle consiste a recouvrir les sols par des especes végétales capables

d’immobiliser les contaminants ;

- La rhizofiltration : le procédé de phytoextraction s’effectue en milieu aquatique au niveau
de la rhizospheére.

(@ w Phytostabilisation

Rhizofiltration

Phytoextraction

Figure 9 : Comparaison des principales technologies de phytoremédiation (Grison, 2022).
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11-3-2-3- Valorisation des phytotechnologies de dépollution

Une valorisation de la phytoextraction, de la rhizofiltration et d’autres technologies de
dépollution est développée, on I’appelle 1’écocatalyse (Mench et al. 2009 et 2010). Les
déchets végéetaux générés sont valorises a travers un concept innovant de recyclage
écologique (Fig. 10). Tirant parti de la capacité adaptative remarquable de certains végetaux
a bioconcentrer des métaux, I’écocatalyse repose sur 1’utilisation des espéces métalliques
d’origine végétale comme réactifs et catalyseurs de réactions chimiques organiques fines.
Elle permet la préparation de biomolécules selon une approche écoresponsable et bio-
inspirée (Grison, 2022).

i S
Environnement Ecologie Ecocatalyse ( Chimie verte et
| | durable

Figure 10 : Représentation de la valorisation des phytotechnologies de dépollution qui
générent une biomasse chargée en éléments traces metalliques (Grison, 2022).

11-4- Application au plomb/nickel

Le plomb est I’un des contaminants les plus courants des sols. Il partage environ 10% de la
pollution totale produite par les métaux lourds. Il n’a pas d’utilité biologique connue sur les
plantes ; bien que son absorption affecte leurs fonctions métaboliques, leur croissance et leur
activité photosynthétique. L’accumulation de Pb en exces peut réduire de 42% la croissance
des racines (Collin et al. 2022).

Le nickel bien qu’il soit un métal lourd ; il est consideré comme un oligoélément vital pour
la croissance et la productivité des plantes. En situation de carence, le Ni peut limiter
I’activité de ’uréase, ce qui entraine une nécrose des extrémités foliaires. Sa concentration
moyenne au sein des plantes varie de 0,05 a 10 mg Kg, mais des concentrations plus élevées
induisent une phytoxicite, qui se traduit par une réduction de la croissance, de la teneur
relative en eau, de 1’assimilation photosynthétique, des pigments, de I’activité enzymatique
et du contenu en osmolytes (Kumar et al. 2022).
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11-4-1- Plomb
11-4-1-1- Effets imposés par le plomb

D’abord pour ce qui est des graines, le tégument empéche I’entrée du plomb dans les tissus
internes jusqu’a ce qu’il soit rompu par I’émergence de la radicule. Une fois la barriére
tégumentaire levée, le plomb est absorbé trés rapidement, avec des exceptions notables dans
les réegions méristématiques de la radicule et des hypocotyles. Dans les cotylédons, le plomb
se déplace a travers les tissus vasculaires et a tendance a s’accumuler dans des zones
discrétes des parties distales (Lane and Martin, 1977). Avec des concentrations élevées en
Pb, les synthéses d’ADN, d’ARN et de protéines enzymatiques (protéases et a-amylase) sont
fortement réduites au niveau des axes embryonnaires et de 1’endosperme des plantules de 4
jours apres la germination des graines de riz (Mukherji and Maitra, 1977).

Pour ce qui des plantes, le plomb est principalement absorbé par le systeme racinaire, et en
partie, en faibles quantités par les feuilles. L’accumulation se fait au niveau racinaire, mais
une fraction est transportée vers les parties aériennes (Tab. 1). Le pH du sol, la taille des
particules du sol, la capacité d’échange de cations ainsi que des facteurs propres au végétal
tels que la surface racinaire, 1’exsudation des racines et le taux de transpiration
mycorhizienne affectent la disponibilité et I’absorption du plomb (Kumar et al. 1995 ; Lee
et al. 1998 ; Sharma and Dubey, 2005).

Tableau 1 : Contenu en plomb et longueurs des racines et des parties aériennes de plantules
de riz cultivés dans du sable pendant 10 et 20 jours en présence de 500 uM et 1000 uM de
Pb(NO3)2 (Verma and Dubey, 2003).

Age des Concentration Longueur Contenu en Pb
plantules du Pb (cm) (umol Pb.g™* poids sec)
(jours) (uM) Racine Pousse Racine Pousse

0 8,84 9,23 0 0
10 jours 500 6,92 8,84 0,16 0,06
1000 6,15 6,92 0,72 0,22

0 11,92 17,69 0 0
20 jours 500 9,23 16,15 0,80 0,38
1000 6,92 13,84 1,22 0,72

Une translocation limitée du plomb se produit depuis la racine vers d’autres organes en
raison de la fonction de barriére imposée par la présence de I’endoderme. Aux concentrations
létales, cette barriére est rompue et le flux de Pb atteint les tissus vasculaires (Verma and
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Dubey, 2003). Des dépots de plomb de différentes tailles sont détectés dans les espaces
intercellulaires, les parois cellulaires et les vacuoles (Wierzbicka and Antosiewicz, 1993 ;
Seregin et al. 2004). De petits depdts sont également observés au niveau du réticulum
endoplasmique, les dictyosomes et les vésicules élaborées par ces dictyosomes. Ceci est
apparemment lié a la sécrétion de ce métal de la surface cellulaire dans la vacuole. Une petite
quantité de Pb atteint les noyaux, les chloroplastes et les mitochondries exercant ainsi des
effets toxiques sur ces organites (Sharma and Dubey, 2005).

Une fois au niveau cellulaire, le plomb inhibe les activités de nombreuses enzymes, perturbe
la nutrition minérale et 1’équilibre hydrique, modifie le statut hormonal et affecte la structure
de la membrane et sa perméabilité (Fig. 11). Les symptomes visuels non spécifiques de la
toxicité au plomb sont dans ce cas, un retard de croissance, une chlorose et un noircissement
du systeme racinaire (Burton et al. 1984, Sharma and Dubey, 2005).

Souvent, I’inhibition des activités enzymatiques dues a la présence du plomb résulte de
I’interaction de ce métal exercée sur leurs groupement —SH (sulphydryl). Les activités des
métalloenzymes peuvent décliner en raison de la substitution d’un élément essentiel par le
plomb au niveau des principaux sites actifs de ces enzymes (van Assche and Clijsters,
1990 ; Sharma and Dubey, 2005).

Le contenu protéinique des tissus diminue et la composition glycolipidique, spécialement du
MGDG est altérée sous I’effet toxique du plomb (Stefanov et al. 1995). Idem pour la
photosynthése qui voit son taux diminuer (Fig. 11). C’est la conséquence d’une modification
de I'ultrastructure du chloroplaste, de la diminution de la synthése des chlorophylles et des
caroténoides, de I’entrave exercée sur le transport des électrons le long de la chaine
photosynthétique et de I’inhibition des activités des enzymes du cycle de Calvin (Hampp et
al. 1973 ; Prasad and Prasad, 1987 ; Rashid et al. 1994 ; Stefanov et al. 1995 ; Sharma
and Dubey, 2005).

Aux faibles concentrations, le plomb stimule la respiration et augmente la teneur en ATP. Il
pourrait étre dii a une demande accrue de production d’ATP par phosphorylation oxydative.
Cependant, des concentrations plus élevées en Pb répriment la respiration et diminuent
I’ATP (Romanowska et al. 2002).

La présence du plomb suffit a déséquilibrer le contenu en minéraux susceptibles d’atteindre
les tissus racinaires, notamment pour ce qui des éléments minéraux potassium, calcium,
magnésium, manganése, zinc, cuivre et fer (Fig. 11). L’effet est provoqué par le blocage
physique de leur accés exercé par le plomb au niveau des sites d’absorption racinaires
(Kabata-Pendias and Pendias, 2001 ; Malkowski et al. 2002).

Le taux de transpiration et la teneur en eau des tissus diminuent en présence de Pb. Ceci est

la conséquence d’une réduction de la croissance imposée mémes aux surfaces foliaires qui
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ne se développent que peu. Les cellules de garde sont également de petite taille. Le Pb
abaisse aussi le niveau des composés associés au maintien de la turgescence cellulaire et de
la plasticité de la paroi diminuant ainsi le potentiel hydrique a I’intérieur de la cellule. Les
ions métalliques, y compris le Pb, augmentent la teneur en ABA et induisent la fermeture
des stomates (Fig. 11) (Bazzaz et al. 1974 ; Sharma and Dubey, 2005).

Uptake of cations l_
ikt ot gt Mt et oot B

Compounds maintaning
cell furgor and cell wall

Ciward cell siee

Stomatal opening

Uptake of amons l =

= L Levwel of abscisic acid (NOY)

= L Leal area

NUTRIENT UPTAKE

WATER REGIME

Chloroplast Mucleus

Mutnchondra
e

PEIOTOSYNTHESES |

MITOTIC IRREGULARITIES | RESPFIRATION

= Aleration in Liped
composiiion of thylakosd
e b

— T Irregulir shape —L Electron transport

= T Decomposed nuclear matenal
'_l Syathesis of chlorophyll,

plastocpuanone carmilenods
and activity of NADE”
oxuloreductnse

-l Electron tramsport

Activities of Calvin cvele
ENXVTIES

B T Chromosome stickiness
— T Anaphise bridges

|— T c=miloss

— T Interphase cells with
micronuclel

—1 Prodon transport

— | Activitees of crrymes
ol Kreb's cyvcle

Figure 11 : Effets du plomb sur la photosynthése, les irrégularités mitotiques, la respiration,
le régime hydrique et la nutrition minérale induite par le plomb. Les signes 1 et {, indiquent
respectivement une augmentation et une diminution des activités (Sharma and Dubey,
2005).

L’un des effets phytotoxiques du Pb est I’induction d’un stress oxydatif dans les parties de
la plante en croissance en raison d une production en exces d’especes réactives de I’oxygeéne
entrainant un état redox déséquilibré (Verma and Dubey, 2003). Cet état induit une
peroxydation des lipides, une diminution des acides gras saturés et une élévation du contenu
en acides gras insaturés au niveau membranaire de plusieurs especes de plantes. Le Pb
acceéleére de tels faits (Verma and Dubey, 2003 ; Sharma and Dubey, 2005).
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11-4-1-2- Réponses apportées a la phytotoxicité du plomb

Aux effets toxiques du plomb, les plantes tolérantes apportent en conséquence des réponses
qui allient entre 1’exclusion, les mécanismes de détoxification et des systéemes de défense
non-spécifiques (Fig. 12).
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Figure 12 : Les trois modalités de réponse des cellules de plantes aux effets toxiques du
plomb : exclusion, détoxification et mécanismes de défense non-spécifiques (Sharma and
Dubey, 2005).

La capacité d’exclusion du plomb est liée a la capacité de transport de 1’O2 et a la perte
radiale de 1’O2 par les racines, ce qui se traduit par une plus grande capacité a modifier et a
immobiliser ces métaux au niveau déja de la rhizosphere (Ye et al. 1997). Aussi, il a été
observé que des variétés de riz tolérantes régulent la synthese et la sécrétion de 1’oxalate, un
composé qui précipite le Pb, réduisant ainsi son absorption par les racines (Yang et al. 2000).
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La liaison qu’effectue le Pb avec les groupes -COOH des acides uroniques constitutifs du
mucilage limite également I’absorption du Pb au niveau racinaire (Morel et al. 1986).
Egalement, la liaison du Pb aux groupes carboxyle des glucides associés aux parois
cellulaires empéche son transport via I’apoplaste (Fig. 12) (Sharma and Dubey, 2005).

Au niveau cellulaire, les mécanismes de détoxification du Pb comprennent sa séquestration
au niveau vacuolaire par formation de complexes, le liant aux phytochelatines (PC), au
glutathion (GSH) et aux acides amines (Fig. 12) (Wierzbica and Antosiewicz, 1993).

La synthése des phytochelatines résulte de 1’activation de la glutamyl cystéine synthétase
(GSH1), de la glutathion synthétase (GSH2) et de la glutathion réductase (GR). L’¢lévation
de Dactivit¢ de ces enzymes sont corrélées a I’expression accrue de leurs génes
correspondants (gshl, gsh2, grl et gr2) (Fig. 12) (Verma and Dubey, 2003).

Plusieurs systemes de défense non-spécifiques sont également activés lorsque les plantes
sont exposeées au Pb. Ces mécanismes comprennent la synthése d’osmolytes compatibles
(proline), des polyamines (putrescine), des changements de composition chimique des parois
cellulaires (dép6t de callose et de subérine) et de la balance hormonale (éthylene et ABA)
(Seregin and lvanov, 2001).

11-4-1-3- Phytoremédiation appliquée au plomb

Les technologies de phytoremédiation, comme la phytoextraction ou la rhizofiltration, ont
le potentiel de fournir des solutions écologiquement rationnelles et économiquement viables
pour débarrasser les sols contaminés par le plomb (Jagetiya and Kumar, 2020).

La phytoextraction nécessite généralement une acidification ou une chélation du sol, ce qui
facilite davantage I’absorption du Pb. L’EDTA est un chélateur efficace, mais sa
biodégradabilité est limitée. A cet effet et afin de réduire les impacts potentiels sur
I’environnement d’une telle utilisation, des chélateurs naturels associés ou non a des
régulateurs de la croissance et/ou des solutions nutritives foliaires complétes sont
privilégiées dans les études de phytoextraction applicable au Pb (Chen et al. 2022 ; Hart et
al. 2022 ; Kafle et al. 2022).

11-4-2- Nickel
11-4-2-1- Effets imposés par le nickel

Le nickel aux concentrations toxiques inhibe la germination des graines et la croissance des
semis en raison de la réduction qui se manifeste sur les processus métaboliques, 1’¢lasticité
des parois, les divisions cellulaires et les activités des enzymes hydrolytiques (Fig. 13)
(Walker et al. 1985 ; Seregin and Kozhevnikova, 2006 ; Hassan et al. 2019).

21



Syntheése Bibliographique

C’est davantage la croissance des racines que la croissance des parties aériennes qui est
inhibée par la présence de Ni toxique (Seregin et al. 2003 ; Alam et al. 2007 ; Gajewska
and Sklodowska, 2008).
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Figure 13 : Effets induits par la phytotoxicité du nickel (Sachan and Lal, 2017a).

En exces, le Ni entre en compétition avec plusieurs nutriments (Fe, Cu, Zn et Mn) et fait
diminuer considérablement leur absorption et leur transport chez de nombreuses especes. Il
élimine également le Ca2" des sites de liaison au niveau du complexe dégageant 1’02 et se
substitue aux ions Mg?* au niveau de la chlorophylle (Kupper et al. 1996 ; Yang et al.
1996 ; Boisvert et al. 2007).

En conséquence, plusieurs effets secondaires apparaissent dont une réduction de la
croissance et une diminution des activités enzymatiques qui contrélent la photosynthése et
la transpiration. La carence en Mg?* conduit a la détérioration des chlorophylles entrainant
chloroses et nécroses des feuilles (Fig. 13) (Gajewska et al. 2006 ; Seregin and
Kozhevnikova, 2006 ; Shukla and Gopal, 2009 ; Sachan and Lal, 2017a ; Hassan et al.
2019).
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La photosynthese est réduite par la présence du Ni en concentrations toxiques. Cette
réduction est aussi la conséquence entre autres des effets déléteres du Ni sur la structure des
chloroplastes, des membranes des thylakoides, sur les échanges gazeux via les stomates, sur
la chaine de transport d’électrons, les activités des enzymes du cycle de Calvin et les
pigments photosynthétiques (Fig. 13) (Seregin and Kozhevnikova, 2006 ; Hermle et al.
2007 ; Sachan and Lal, 2017a ; Hassan et al. 2019).

Le Ni en exces perturbe les relations hydriques des plantes en affectant la croissance

racinaire, la transpiration, I’ouverture des stomates et la conductivité hydraulique des racines
(Bazihizina et al. 2015 ; Sobkowiak, 2016 ; Hassan et al. 2019).

La perméabilit¢t membranaire peut diminuer sous stress Ni, conséquence d’une perte
d’osmolytes et de la pression de turgescence cellulaire, favorisant de ce fait une fuite d’ions
(Seregin and Kozhevnikova, 2006 ; Hassan et al. 2019). Des espéces réactives de 1’02 se
forment installant un stress oxydatif, préjudiciable aux systémes membranaires, aux
protéines et aux lipides composant ces membranes (Fig. 13) (Gajewska and Sklodowska,
2007 ; Sachan and Lal, 2017a; Hassan et al. 2019). Les systemes enzymatiques
antioxydants, censés piéger ces especes réactives de 1’0 sont inopérants en présence de
quantités élevees en Ni, amplifiant de ce fait, la peroxydation des lipides et les fuites ioniques
(Wang et al. 2010 ; Hassan et al. 2019 ; Kumar et al. 2022).

Le Ni en excés induit une réduction du contenu protéinique de nombreuses espéces. Il peut
également modifier leur structure, en contractant des liens avec les groupements fonctionnels
de ces protéines, notamment les groupements SH (Gajewska et al. 2006 ; Seregin and
Kozhevnikova, 2006).

Le stress Ni réduit la croissance des racines et des pousses, entrainant une réduction
significative de la biomasse fraiche et seche de ces deux organes. La réduction de production
de maticre seche associée au Ni a été liée aux perturbations touchant 1’assimilation des
nutriments, le métabolisme, les relations hydriques, la photosynthese, la transpiration et au
stress oxydatif qui s’est installé au niveau cellulaire (Alam et al. 2007 ; Rathor et al. 2014).

11-4-2-2- Réponses apportées a la phytotoxicité du nickel

Des espéces appartenant aux genres Assyllum, Streptanthus, Berkheya et Thlaspi sont
connues comme accumulatrices de niveaux élevés en Ni au sein de leurs tissus foliaires. Ces
espéces hyper accumulatrices sont tolérantes grace en partie a la présence de 1’histidine libre
dans la séve xylémienne, qu’on considére également comme 1’un des mécanismes de défense
contre les attaques des herbivores (Sachan and Lal, 2017a & b).

D’autres potentialités cellulaires s’expriment au sein des plantes afin de tolérer le stress du
au Ni, qu’on résume ainsi (Sachan and Lal, 2017a & b ; Ameen et al. 2019) :
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- Restriction de ’acces du Ni vers les racines grace aux mycorhizes ;

- Faculté du Ni de contracter des liaisons avec les constituants de la paroi cellulaire et

avec les exsudats libérés par les racines ;
- Réduction de la possibilité de traverser les membranes plasmiques ;
- Efflux actif au niveau du compartiment apoplastique ;

- Possibilité de chélation dans le cytosol avec différents types de ligands ;

- Activation de systemes de réparation et mise en place de systemes protecteurs des

membranes plasmiques contre les effets du stress Ni ;
- Transfert du Ni complexé avec des phytochalatines dans les vacuoles ;
- Transport et accumulation du Ni dans les vacuoles ;

- Mise en place de systemes enzymatiques et non-enzymatiques contre les especes

réactives d’O2 générees par la présence du Ni en exces.

Les plantes tolérantes sont donc bien équipées avec un systéeme de défense constitutif et/ou
les effets toxiques du Ni. Il inclue un systeme

inductible pour contrecarrer

d’exclusion/restriction de ’entrée de I’élément métallique (barrieres physiques) ; une
chélation du métal (phytochelatines, métallothionines et nicotinamide) ; suivi d’une
séquestration au niveau des vacuoles pour rendre le Ni moins toxigue pour les plantes.
Plusieurs composants cellulaires (osmolytes, enzymes, régulateurs) participent activement a
la tolérance (Fig. 14) (Sachan and Lal, 2017a).

Plants Adaptation Strategies to Ni** stress

Physical
barriers

|

Cuticle
Trichomes etc.

Phytochelatins
&
Metallothiones

N-containing Growth Antioxidant S-conlaining
compounds regulators enzymes compounds
Proline Abscisic acid SOD Glutathione

Arginine Jasmonic acid Catalase Hs5
Polyamines Salysilic acid APOX S-rich proteins

24- Epibrassinolides

GPOX

Glucosinolates

Figure 14 : Stratégies adaptatives développées par les plantes contre la toxicité du nickel
(Sachan and Lal, 2017a).
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11-4-2-3- Phytoremédiation appliquée au nickel

La phytoremédiation est une méthode d’appoint mise en ceuvre pour se débarrasser du Ni.
Plusieurs stratégies sont envisageables pour débarasser un sol pollué par des éléments

métalliques comme le Ni (Fig. 15) (Sachan and Lal, 2019).
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Figure 15: Multiples mécanismes dans la tolérance, I’hyper accumulation

phytoremédiation du nickel chez les plantes (Sachan and Lal, 2019).
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Matériel & méthodes

I11- Matériel & Méthodes
111-1- Matériel

Le present travail a été mené au sein du laboratoire de recherche en écologie et

environnement de 1’université Abderrahmane Mira de Bejaia.

Il vise a expérimenter les effets du plomb [Pb(NO3z)2] et du nickel [NiSOa] sur le potentiel
germinatif des graines et d’en voir les effets sur les premiers stades de la croissance et de
développement des plantules de Marrubium vulgare L.

111-1-1- Matériel végetal

I11-1-1-1- Origine des graines

Les akenes de Marrubium vulgare L. ont été récoltés au mois de juillet de I’année 2022 au
niveau de la région de Ben Badis, localisée dans la wilaya de Sidi Bel Abbes. Une région du
nord-ouest de I’ Algérie aux coordonnées géographiques de 34° 57 6’” N ; 0° 54’ 50°” O ; et
qui culmine a une altitude de 708 m (Fig. 16).

La Wwilaya de Sidi Bel Abbes

34°58'N

0,160

on Kéi‘_ﬁumgm"i)mga,e
7 54°59,460

Figure 16 : Positionnement géographique du site de provenance des fruits de Marrubium
vulgare L. Carte préparée et fournie par Dadach M. (2023).
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I11-1-1-2- Traitement des graines

Les minuscules graines ont été récupérées depuis leurs akénes et sont stérilisées dans un
bécher par un trempage de 10 mn dans une solution d’eau de javel a 10% (v/v). Les graines
sont ensuite rincées dans six bains successifs d’eau distillée, puis récupérées a I’aide d’une
passoire. Elles sont étalées sur du papier absorbant pour les sécher a température ambiante
du laboratoire (Fig. 17).

Figure 17 : Opération de désinfection de surface des graines de Marrubium vulgare L. par
une solution d’eau de javel a 10% (v/v).

111-1-1-3- Mise & germination des graines

Pour germer, les graines de Marrubium vulgare L. sont entreposées a raison de 25 graines,
dans des boites pétri circulaires (9 cm de diametre ; 15 mm de profondeur), tapissées au
préalable de papier absorbant. Ces boites au nombre de 39 au total, sont réparties en 3 lots
distincts :

- Un 1* lot considéré comme lot témoin, ou chacune des boites préparées (3 au total)

est humidifiée par 7 ml d’eau distillée ;

- Un 2" lot considéré comme lot traité au plomb (Pb), ou 1’on verse dans chacune des
boites préparées 7 ml d’une concentration connue de Pb(NO3)> (3 boites /
concentration x 6 concentrations différentes de [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm]) ;

- Un 3°™ |ot considéré comme lot traité au nickel (Ni), ou I’on verse dans chacune des
boites préparées 7 ml d’une concentration connue de NiSOs (3 boites / concentration x
6 concentrations différentes de [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm]).

Chacune des boites est recouverte de son couvercle, puis scellée par du parafilm pour éviter
toute perte d’eau (lot témoin) ou de la solution de traitement (lots traités) durant les 20 jours
de la durée du suivi de la germination.
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Toutes les boites sont entreposées dans une étuve (Friocell) a I’obscurité et une température
de 22°C.

Chaque 48 h, les graines de Marrubium vulgare L. qui germent sont repérées et dénombrées
(Fig. 18). Le critére adopté est celui de la percée de la radicule, qui se développe a longueur
minimale de 2 mm (Evenari, 1957).

Figure 18 : Graines de Marrubium vulgare L. a différentes phases de germination. De
gauche a droite : boite correspondant au témoin en imbibition (J 2), percée (J 4) et
développement (J 10) de la radicule.

Il y a lieu de noter qu’aux dénombrements qui durent jusqu’au 20°™ jour depuis la 1°® mise
a germination, est associée des mesures de longueurs des racines effectuée tous les quatre
jours.

111-1-1-4- Plantules issues des germinations

Au bout du 20°™ jour, les plantules qui se sont développées ont été récupérées et réservées
pour : (a) mesurer les longueurs des racines et des axes hypocotylés, (b) déterminer leur
teneur en eau et (c) doser leurs protéines.

111-1-1-5- Tests d’acclimatation

Des plantules agées de 10 jours depuis leur 1% mise & germination appartenant aux 3 lots
sont sélectionnées et plantées en pots en plastique a raison de 4 plantules par pot. Ces pots
contenant un mélange argilo-sableux (v/v ; 2/1) sont réguliérement arrosés et laissés durant
6 semaines aux conditions de température et de luminosité de laboratoire.

Les premiers axes feuillés qui se sont développés ont été hebdomadairement mesurés et leur
teneur en eau a été déterminée a 1’issue de la 6°™ semaine depuis leur 1% repiquage en pots.
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111-1-2- Préparation des solutions métalliques
I11-1-2-1- Solution de Pb(NO3):

Le nitrate de plomb est un sel inorganique de plomb et d’acide nitrique, soluble dans de I’eau
(Fig. 19). 1l a été utilise dans notre travail pour imposer aux graines de Marrubium vulgare
L., un stress métallique sous sa forme Pb(NOs). (Panreak), en solution aux concentrations
de [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm].

Formule moléculaire brute : Pb(NOs);
Nom : Nitrate de plomb

Masse molaire : 331,2 g/mol

Masse volumique : 4,53 g/cm3

Température de fusion : 269,85 °C

Etat physique : solide en cristaux blancs

Figure 19 : Présentation du nitrate de plomb en poudre et ses quelques caractéristiques
physico-chimiques. Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate_de_plomb(ll)

111-1-2-2- Solution de NiSO4

Le sulfate de nickel utilisé est hexahydraté (NiSO4.6H>0 / Prolabo). Il se présente sous
I’apparence d’un solide cristallin bleu ou vert-émeraude (Fig. 20). 1l a été testé sur les graines
de Marrubium vulgare L. en solution aux concentrations de [100, 200, 300, 400, 500 et 600

Formule moléculaire brute : NiSO4.6H,0
Nom IUPAC : Sulfate de nickel hexahydraté
Masse molaire : 262,85 g/mol

Densité : 2,07

Solubilité : 100 mg/mL a 20°C

Etat physique : solide en cristaux bleu

Figure 20 : Présentation des cristaux de sulfate de nickel et ses quelques caractéristiques
physico-chimiques. Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_nickel(ll)
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111-2- Méthodes
111-2-1- Méthodes appliquées a la germination
111-2-1-1- Pourcentages cumulés de germination

Les graines germées sont dénombrées tous les 2 jours sur une durée totale de 20 jours. Les
pourcentages cumulés moyens de germination sont exprimés selon la relation suivante :

] Nombre cumulé de graines germées au jour j
% cumulés = ; ; N x 100
Nombre total de graines mises a germer

111-2-1-2- Pourcentages finaux de germination

Au terme du 20°™ jour du suivi de la germination, les pourcentages finaux de germination
ont été déterminés selon la relation suivante (Doran and Gunn, 1987) :

Nombre total de graines germées

% finaux de germination = . ; N x 100
Nombre total de graines mises a germer

I11-2-1-3- Temps moyens de germination

Le temps moyen de germination est déterminé d’aprés la formule suivante (Redondo-
Gomez et al. 2007) :

Temps moyen de germination (jours) = Y, (Nix Di) / N

Ou Ni est le nombre de graines germées au jour i ; Di est la période de germination en jours
et N est le nombre total de graines germées.

I11-2-2- Mesures biométriques

Les parties racinaires en développement ont été mesurées tous les 4 jours depuis de la 1%
mise a germination jusqu’au 20°™ jour. Ces mesures ont été réalisées en utilisant un papier
millimétre.

La longueur des axes hypocotylés a ét¢ ¢galement mesurée a 1’aide d’un papier millimétré.
Cette opération a porté uniquement sur les plantules récupérées 20 jours aprés la 1°® mise a
germination des graines.
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La longueur des 1°" axes feuillés qui se sont développés sur les plantules repiquées en pots
a fait également objet de mesures a 1’aide d’un papier millimétré. Ces mesures ont été

réalisées hebdomadairement pendant 6 semaines.

111-2-3- Teneur en eau

La teneur en eau de chacune des plantules a été déterminée au bout du 20°™ jour de suivi de
la germination. Cette teneur a été déterminée a partir des pesées des poids frais et des poids
secs selon la relation suivante :

Poids frais — Poids sec
Teneur en eau (en %) = - - x 100
poids frais

Le poids frais par plantule récupérée a I’issue de la germination, a été lu directement a la
balance électronique de précision. Le poids sec a été également pesé, mais aprés une
dessiccation de 48 heures au four, réglé au préalable a 65 °C.

C’est ce qui a été adopté pour déterminer les teneurs en eau des seuls premiers axes feuillés

qui se sont développés a 1’issue des 6 semaines d’acclimatation des plantes en pots.

I11-2-4- Extraction et dosage des protéines
111-2-4-1- Principe

Les protéines solubles sont dosees selon la méthode de Bradford (1976). Il s’agit d’un
dosage colorimétrique basé sur le changement de la couleur du bleu de Coomassie apres
liaison (complexation) avec les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine,
tryptophane) et les résidus hydrophobes présents dans les protéines.

En milieu acide, la forme anionique du bleu de Coomassie G250 interagit (par des liaisons
non covalentes = adsorption) avec les radicaux aromatiques des acides aminés constitutifs

des protéines. Sa longueur d’onde maximale d’absorption augmente alors de 465 nm (rouge)
a 595 nm (bleu) (Weckbecker and Cory, 1988).

111-2-4-2- Extraction

Environ 20 mg de plantules récupérées a I’issue du 20°™ jour du suivi de la germination,
sont broyés d’abord a sec, puis dans 2 mL de tampon Tris-HCI pH 8,1. Le broyat est
centrifugé a 1300 tr/mn pendant 10 mn. Le surnageant récupéré contient les protéines
solubles.
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111-2-4-3- Dosage

A 500 uL d’extrait protéique, sont ajoutés 3 mL de réactif de Bradford. L’ensemble est
homogénéis¢ au vortex et aprés une nuit d’incubation a 1’obscurité, la lecture des densités
optiques se fait au spectrophotometre (SPECORD 210 — Analytic Jena Germany) a une
longueur d’onde de 595 nm. L’étalonnage du spectrophotométre est réalisé par un blanc
constitué de 500 pL d’cau distillée et 3 mL de réactif de Bradford.

111-2-4-4- Courbe étalon

La courbe ¢étalon est réalisée a partir d’une solution mére de sérum albumine bovine (BSA)
a1 mg/mL. Les dilutions préparées sont de 50, 100, 150 et 200 pg/m (Fig. 21). Cette courbe
servira & déterminer la quantité de protéines solubles présentes dans I’extrait végétal testé.
La gquantité en protéines représente la moyenne de 3 essais différents pour chacun des lots et
pour chacune des concentrations testées et sera exprimée en mg/100 mg de poids sec.

Densité optique
o o o o
w ES ol (o]
1 1 1 1
[ ]

o
N
1

o
H
1

o
o

T T T
50 100 150 200

o

Concentration en BSA (ug/ml)

Figure 21 : Courbe étalon réalisée a 1’aide d’une solution mére de BSA (sérum albumine

bovine) de 1 mg/mL (densité optique lue A = 595 nm).
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IV- Résultats & Discussion

IV-1- Résultats

IV-1-1- Germination des graines de Marrubium vulgare L.

IV-1-1-1- Pourcentages cumulés de germination des graines traitées au Pb(NOs)2

Aucune des graines de Marrubium vulgare L., qu’elles soient témoins ou traitées au Pb,
n’arrive & germer au 2" jour. C’est au 4°™ jour en revanche, que ’on enregistre une
germination massive des graines des 2 lots : témoins et traités au Pb (Fig. 22).

En effet, un maximum de graines témoins germent dés le 4°™ jour (84%). Ce % évolue et
progresse par paliers d’environ 4% tous les 2 jours, avant d’atteindre 100% de graines
germées au 12°™ jour (Fig. 22).

Les traités au Pb et quel qu’en soit la concentration testée, semblent germer encore mieux
que les témoins au 4°™ jour (entre 92 - 94%), avant de culminer & hauteur de 98 - 100% au
12°™¢ jour (Fig. 22).
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Figure 22 : Evolution des pourcentages cumulés moyens de germination des graines de
Marrubium vulgare L. témoins [0 ppm] et traitées par différentes concentrations en
Pb(NO3)2 [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en fonction du temps.
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IV-1-1-2- Pourcentages cumulés de germination des graines traitées au NiSOa4

La cinétique de la germination représentée par les pourcentages cumulés moyens de
germination des graines de Marrubium vulgare L. traitées par différentes concentrations en
Ni [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] ne differe pas de celle des graines témoins [0 ppm].
En effet et en tenant compte des écart-types enregistrés, la courbe relative a 1’évolution dans
le temps de la germination des graines du lot des témoins est de méme allure et se confond
en tous points avec celles qui concernent le traitement appliqué a différentes concentrations
en Ni (Fig. 23).

Nickel

100 T - y §: iii § §i§7§
£ s0-
é —&—0ppm
% —e— 100 ppm
» 200 ppm
8 —v— 300 ppm
g 400 ppm
g . — <4500 ppm
: —%— 600 ppm
=
e
3 20-
£

0 aE T T T : | | | |

o
N
g
(2]

8 10 12 14 16 18 20
Temps en jours

Figure 23 : Evolution des pourcentages cumulés moyens de germination des graines de
Marrubium vulgare L. témoins [0 ppm] et traitées par différentes concentrations en NiSO4
[100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en fonction du temps.

IVV-1-1-3- Pourcentages finaux de germination des graines traitées au Pb(NO3)2

Les pourcentages cumulés moyens finaux de germination des graines de Marrubium vulgare
L. ont été déterminés au bout du 20°™ jour aprés la 1°® mise a germination des graines
témoins [0 ppm] et traitées par les différentes concentrations en Pb [100, 200, 300, 400, 500
et 600 ppm].
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Les graines non traitées de Marrubium vulgare L. germent dans leur totalité. C’est ce que
I’on obtient aussi dans le cas du traitement au Pb. L’ensemble des concentrations testées
n’entravent pas la germination des graines et donnent en conséquence un pourcentage
cumulé moyen final de 100% (Fig. 24).
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Figure 24 : Effets des différentes concentrations en Pb(NO3z), [100, 200, 300, 400, 500 et
600 ppm] sur les pourcentages cumulés moyens finaux de germination des graines de
Marrubium vulgare L. comparativement aux graines témoins [0 ppm]. Ces pourcentages ont
été enregistrés au 20°™ jour aprés la 1°® mise a germination des graines et représentent une
valeur moyenne de 3 essais différents avec calcul de I’écart-type.

IVV-1-1-4- Pourcentages finaux de germination des graines traitées au NiSOa4

A D’instar du Pb, le Ni utilisé en solution durant la germination des graines de Marrubium
vulgare L., n’entrave nullement le processus germinatif de ces graines. Les pourcentages
cumulés moyens finaux obtenus au 20°™ jour, & I’arrét des dénombrements, tendent tous
vers une valeur absolue de 100% en tenant compte bien évidemment des écart-types
enregistrés (Fig. 25).

Méme la concentration la plus forte en Ni, a savoir [600 ppm], permet d’atteindre au final

un pourcentage cumulé moyen trés appréciable, de I’ordre de 94,66 + 4,61% (Fig. 25).
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Figure 25 : Effets des différentes concentrations en NiSO4 [100, 200, 300, 400, 500 et 600
ppm] sur les pourcentages cumulés moyens finaux de germination des graines de Marrubium
vulgare L. comparativement aux graines témoins [0 ppm]. Ces pourcentages ont été
enregistrés au 20°™ jour aprés la 1% mise & germination des graines et représentent une
valeur moyenne de 3 essais différents avec calcul de 1’écart-type.

IV-1-1-5- Temps moyens de germination des graines traitées au Pb(NO3)2

La vitesse de déroulement du processus germinatif des graines de Marrubium vulgare L. a
été déterminée en calculant le temps moyen de germination nécessaire pour la germination
de ce type de graines.

Un temps moyen de germination estimé a 4,64 + 0,24 jours a été nécessaire pour la
germination des graines témoins, non traitées par aucun agent métallique (Fig. 26).

Contre toute attente, ce temps diminue lorsqu’on traite les graines avec les concentrations
de [100 et 200 ppm]. En effet, le temps moyen de germination enregistré diminue une
premiere fois a 4,21 + 0,20 jours pour la concentration de [100 ppm], puis diminue une
seconde fois a 4,08 + 0,08 jours pour la concentration de [200 ppm] (Fig. 26).

Au-dela, les concentrations allant de [300 a 600 ppm] font augmenter de nouveau ce temps
moyen de germination, retrouvant plus ou moins celui propre aux graines témoins (Fig. 26).
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Figure 26 : Effets des différentes concentrations en Pb(NOz), [100, 200, 300, 400, 500 et
600 ppm] sur les temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L.
comparativement aux graines témoins [0 ppm]. Ces temps représentent une valeur moyenne
de 3 essais différents avec calcul de I’écart-type.

IV-1-1-6- Temps moyens de germination des graines traitées au NiSO4

Si le temps moyen de germination des graines témoins de Marrubium vulgare L. est de 4,64
+ 0,24 jours ; il passe a 4,37 £ 0,57 jours lorsqu’on applique du Ni a la concentration de [100
ppm]. Ce n’est pas pour autant qu’il diminue, lorsqu’on considére les écart-types obtenus

par ces 2 types d’échantillons considérés (Fig. 27).

Cependant, la diminution de ce temps moyen de germination est amorcée avec des
applications plus importantes en Ni. Ainsi, ce temps diminue a 4,30 £+ 0,17 jours lorsqu’on
porte la concentration du Ni a [200 ppm], puis a 4,02 + 0,04 jours lorsqu’on augmente a [300
ppm] la concentration du Ni utilisée dans le milieu de germination des graines de Marrubium
vulgare L. (Fig. 27).

Les concentrations de [400, 500 et 600 ppm] maintiennent les niveaux des temps moyens de
germination aux mémes niveaux que ce qui a été observé comme temps moyen de
germination pour une application en Ni de [300 ppm] (Fig. 27).
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Figure 27 : Effets des différentes concentrations en NiSO4 [100, 200, 300, 400, 500 et 600
ppm] sur les temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L.
comparativement aux graines témoins [0 ppm]. Ces temps représentent une valeur moyenne
de 3 essais différents avec calcul de I’écart-type.

IV-1-1-7- Effets sur la germination des traitements au plomb vs nickel

La cinétique de la germination des graines de Marrubium vulgare L. a été étalée sur une
vingtaine de jours. Seulement, aucune graine des lots témoins ou bien des traités par le plomb
ou par le nickel n’arrive a germer avant le second jour. Un temps de latence étant donc
nécessaire pour déclencher la germination des graines du marrube. Il est de deux jours au
minimum (Fig. 22 et 23).

Les germinations se déroulent donc plutét entre le second et le quatrieme jour, avec un
nombre considérable de graines qui arrivent a germer en développant au minimum une
longueur radiculaire apparente de 2 mm (Fig. 22 et 23).

A ce quatriéme jour, la germination semble étre stimulée par le traitement métallique, qu’il
soit par le Pb ou par le Ni, et ce quel que soit la concentration appliquée. Toutes les courbes
de germination se rejoignent en ce point précis et amorcent le plateau propre aux courbes de

germination qui adoptent le profil sigmoide. Ceci confirme qu’un maximum de germination
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est atteint dés le quatrieme jour aprés le nécessaire temps de latence. Les quelques graines
restantes qui n’ont pas encore germés, surmontent la contrainte metallique imposée et
arrivent a germer aux jours suivants (Fig. 22 et 23).

A la fin des dénombrements, la capacité germinative au final des graines du marrube n’a pas
été donc entravée par les 2 types de contrainte métallique appliquées. Les pourcentages
cumulés moyens obtenus a I’issue du suivi de la germination dépassent 94% (Fig. 24 et 25 ;
Tab. 2).

Le rapport Pb / Ni est de 1 et ne change pas lorsqu’on applique le stress métallique méme
aux concentrations les plus élevées. Ceci indique que les effets du Pb et du Ni sont similaires
sur le pouvoir germinatif au final des graines de Marrubium vulgare L. (Tab. 2).

Tableau 2 : Pourcentages cumulés moyens finaux enregistrés au 20°™ jour du suivi de la
germination des graines de Marrubium vulgare L. témoins et traitées par différentes
concentrations croissantes en Pb et Ni.

Témoins 100 ppm 200ppm 300 ppm 400ppm 500 ppm 600 ppm

Pb(NO3)2 98,6£2,3 98,6+2,3 100+0,0 97,3+2,3 098,6+2,3 100+0,0
100%
NiSOq4 98,6+2,3 96,0+t0,0 97,3+3,6 100+0,0 96,0+3,9 94,6+4,6
Pb / Ni 1 1,0 1,02 1,02 0,97 1,02 1,05

Considérant le rapport Pb / Ni déduit des temps moyens de germination des graines traitées
de Marrubium vulgare L., on constate qu’il tourne autour de la valeur 1, et ce pour
I’ensemble des concentrations testées. Ceci indique que sur le plan germinatif, le Ni agit au
méme titre que le Pb sur la vitesse de germination des graines de marrube (Tab. 3).

Tableau 3 : Temps moyens de germination (en jours) des graines de Marrubium vulgare L.
témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en Pb et Ni.

Témoins 100 ppm 200 ppm 300 ppm 400ppm 500 ppm 600 ppm

Pb(NO3); 4,21+0,2 4,08+0,1 4,56%+0,3 4,40+0,1 4,58+0,5 4,3210,1
4,64+0,2
NiSO4 4,37+0,6 4,30+0,2 4,02+0,1 4,10+0,2 4,13#0,2 4,36%0,1
Pb / Ni 1 0,96 0,94 1,13 1,07 1,10 0,99
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IV-1-2- Cinétique de la longueur racinaire au cours de la germination

Durant la vingtaine de jours ou les graines étaient en germination, les longueurs racinaires
qui émergent des téguments ont eté mesurées tous les 4 jours chez les témoins et les traités.

IV-1-2-1- Longueur racinaire des traités au Pb(NOs3):

La longueur racinaire des plantules témoins [0 ppm] passe de 7,20 = 0,7 mm au 4°™ jour a
39,83 + 3,6 mm au 12°™ jour. Cette progression de 82% est ralentie entre le 12°™ et le 20°™®
jour. En effet, la longueur racinaire ne progresse que de 39,83 + 3,6 mm au 12°™ jour & 46,26
+ 2,8 mm au 20°™ jour, soit une progression de 14% seulement (Fig. 28).

Les longueurs racinaires des plantules dont les graines ont été traitées par une concentration
de [100 ppm] en Pb évoluent de la méme fagcon que ce qui a été observé précédemment dans
le cas des témoins. En effet, en tous points les mesures effectuées sont confondues (Fig. 28).
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Figure 28 : Evolution des longueurs racinaires moyennes des plantules de Marrubium
vulgare L. issues des graines non traitées [0 ppm] et des graines traitées par différentes
concentrations en Pb(NO3z)2 [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en fonction du temps.

C’est le cas aussi pour les concentrations de [200 et 300 ppm], du moins pour la période
allant du 4°™ au 12°™ jour, ol les mesures effectuées se confondent plus ou moins avec celle
des témoins. Cependant, durant la période s’étalant du 12°™ au 20°™ jour, 1’évolution des
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longueurs racinaires est moindre que celle des témoins et des traités avec la concentration
précédente de [100 ppm]. Néanmoins, les longueurs racinaires atteignent au 20°™ jour des
longueurs appréciables, de 36,80 & 2,7 mm pour 1’application en Pb de [200 ppm] et 32,56
+ 2,1 mm pour I’application en Pb de [300 ppm] (Fig. 28).

En utilisant du Pb aux concentrations de [400, 500 et 600 ppm], les effets négatifs sur
I’évolution des longueurs racinaires sont plus qu’apparents. En effet, les longueurs racinaires
mesurées pour les 2 premieres concentrations citées, atteignent difficilement une longueur
moyenne de prés de 12 mm pendant la phase s’étalant du 4°™ au 12°™ jour, puis finissent
par ne plus évoluer sinon trés peu, durant la phase s’étalant du 12°™ au 20°™ jour. La
concentration de [600 ppm] se révele plus préjudiciable a la croissance racinaire, puisque les
longueurs enregistrées pour ce traitement ne dépassent pas 4 mm au 20°™ jour (Fig. 28).

IV-1-2-2- Longueur racinaire des traités au NiSO4

Hormis la concentration de [100 ppm], toutes les autres concentrations en Ni testées sur les
graines du Marrubium vulgare L. n’assurent aucune croissance de la radicule qui pourtant

émerge depuis les téguments, au moins d’une longueur minimale de 2 mm (Fig. 29).
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Figure 29 : Evolution des longueurs racinaires moyennes des plantules de Marrubium
vulgare L. issues des graines non traitées [0 ppm] et des graines traitées par différentes
concentrations en NiSO4 [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en fonction du temps.
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Méme, la concentration de [100 ppm] en Ni, ne permet pas pour autant une croissance plus
importante de la partie racinaire, puisque ’évolution est insignifiante entre le 4°™ et le 12¢™®
jour (34,6%), encore moins entre le 12°™ et le 20°™ jour (24,0%) (Fig. 29). Aussi, il y a lieu
de noter que le traitement au Ni induit rapidement des brunissements des racines apparues.

IVV-1-2-3- Effets sur la longueur racinaire des traitements au plomb vs nickel

Le Pb qui n’a pas empéché la germination des graines, réduit I’allongement de la partie
radiculaire. Cette réduction est d’autant plus grande, lorsque on prolonge dans le temps la
durée du traitement (du 12°™ au 20°™ jour) et lorsque on augmente la concentration de ce
traitement (Fig. 28). Dans le cas du Ni, les différents traitements n’ont pas également
empéchés la germination, par contre I’allongement radiculaire est inhibée, notamment pour
les concentrations de [200 a 600 ppm] (Fig. 28).

Tableau 4 : Rapport Pb / Ni déduit des mesures des longueurs racinaires moyennes des
plantules de Marrubium vulgare L. issues des graines traitées par différentes concentrations
[100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en Pb(NOs). et en NiSO4 en fonction du temps (4°™,
128me et 20°™ jour).

Rapport Pb / Ni relatif aux mesures des longueurs racinaires

4tme jour 12¢me jour 20%™e jour
[100 ppm] (6,10] (5.21]
[200 ppm] 13,96 10,13
[300 ppm] (2,53) (12,18 12,86
[400 ppm] (L31] (5.85) (611])
[500 ppm] 1,25 4,78 5,03
[600 ppm] 1,76 1,84

Au 4°™ jour, la radicule émerge normalement pour le traitement de [100 ppm] au Pb, un peu
moins pour la méme concentration en Ni, au point ou le rapport Pb / Ni est de 1,37. 1l évolue
vite a 2,42 et 2,53 lorsqu’on porte les concentrations respectivement a [200 et 300 ppm].
L’effet inhibiteur du Ni s’installe donc des lors que 1’on utilise ces deux concentrations, ce
qui n’a pas été le cas pour le Pb, qui n’a pas empéché¢ 1’allongement radiculaire. Par contre,
aux concentrations de [400 ppm] et plus, I’effet inhibiteur des 2 traitements métalliques se

répercute sur I’allongement des racines, au point ou le rapport Pb / Ni tend vers 1 (Tab. 4).
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Cette tendance se maintient au 12°™ jour et au 20°™ jour. Le rapport Pb / Ni évolue du
simple au double lorsqu’on passe d’un traitement de [100 ppm] a un traitement de [200 ou
bien 300 ppm], avant de revenir a des valeurs plus ou moins initiales lorsqu’on porte les
concentrations a [400 et 500 ppm] (Tab. 4).

IVV-1-3- Longueur des axes hypocotylés

En plus des longueurs racinaires (Fig. 28 et 29), les axes hypocotylés des plantules de
Marrubium vulgare L. ont été mesurés au 20°™ jour depuis la 1°® mise & germination des
graines témoins et traitées par le Pb ou le Ni aux différentes concentrations.

IVV-1-3-1- Longueur des axes hypocotylés des traités au Pb(NOs3)2

L’axe hypocotylé moyen des plantules témoins est de 29,0 = 4,9 mm. Celui des plantules
issues d’un traitement au préalable au Pb diminue en fonction de la concentration stressante
appliquée aux graines (Fig. 30).

I Racine
Plomb [ Hypocotyle

80
70

60

50 —-
40
30 —-
20 —-
" ﬁ
; =
0 100 200 300 400 500

600

Longueurs (en mm)

Concentrations (en ppm)

Figure 30 : Effets des différentes concentrations en Pb(NO3). [100, 200, 300, 400, 500 et
600 ppm] sur les longueurs des axes hypocotylés, en sus des longueurs racinaires, des
plantules de Marrubium vulgare L. Les mesures ont été réalisées au 20°™ jour depuis la 1%
mise & germination des graines et représentent une valeur moyenne de 9 mesures différentes
* intervalle de confiance.
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Par rapport au témoin, les diminutions sont de 30,6% pour une application en Pb de [100
ppm] ; de 48,2% pour une application en Pb de [200 ppm] ; de 55,5% pour une application
en Pb de [300 ppm] et de 73,2% pour une application en Pb de [400 ppm]. Les deux
concentrations les plus élevées de [500 et 600 ppm] réduisent ces axes de prés de 92% par
rapport au témoin (Fig. 30).

IVV-1-3-2- Longueur des axes hypocotylés des traités au NiSO4

L’axe hypocotylé moyen des plantules issues d’un traitement préalable des graines du
marrube avec une concentration de [100 ppm] en Ni, ne mesure que 3,88 £ 0,9 mm, tres loin
(86,6%) de la longueur moyenne enregistrée chez les plantules témoins (29,0 + 4,9 mm). En
appliquant les autres concentrations de [200 a 600 ppm], les longueurs de ces axes ne
dépassent pas dans le meilleur des cas une longueur de 2 mm, diminuant de ce fait de plus
de 93% par rapport au témoin (Fig. 31).
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Figure 31 : Effets des différentes concentrations en NiSO4 [100, 200, 300, 400, 500 et 600
ppm] sur les longueurs des axes hypocotylés, en sus des longueurs racinaires, des plantules
de Marrubium vulgare L. Les mesures ont été réalisées au 20°™ jour depuis la 1% mise a
germination des graines et représentent une valeur moyenne de 9 mesures différentes +
intervalle de confiance.
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IVV-1-3-3- Effets sur la longueur des hypocotyles des traitements au plomb vs nickel

Avec les observations déja rapportées par rapport aux longueurs racinaires, les longueurs
des axes hypocotylés n’évoluent pas également autant que les témoins, lorsqu’on traite les
graines avec du Pb (Fig. 30) encore moins avec le Ni, qui présente un effet plutdt inhibiteur
(Fig. 31). La réduction constatée dans le cas du traitement au Pb étant fonction de la
concentration utilisée (Fig. 30).

C’est ce qui est résumé par le rapport Pb / Ni, ou la concentration de [100 ppm] montre des
axes hypocotylés plus longs de 5 fois chez les traités au Pb que chez les traités au Ni. Cette
différence est portée a 8 fois lorsqu’on applique des concentrations de [200, 300 et 400 ppm].
Les concentrations de [500 et 600 ppm] portent atteintes a 1’élongation des axes hypocotylés

avec le traitement qu’il soit du Pb ou du Ni, puisque le rapport diminue a hauteur de 2,4
(Tab. 5).

Tableau 5 : Rapport Pb / Ni et longueurs des axes hypocotylés des plantules de Marrubium
vulgare L. issues des graines non traitées (témoins) et des graines traitées par différentes
concentrations [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en Pb(NO3)2 et en NiSO4. Les mesures
ont été réalisées au 20°™ jour depuis la 1% mise & germination et représentent une valeur
moyenne de 9 mesures différentes * intervalle de confiance.

Témoins 100 ppm 200 ppm 300ppm 400ppm 500 ppm 600 ppm

Pb(NO3)> 20,1+3,2 15,0+2,0 12,9+2,8 7,8%#3,3 2,3%0,3 2,5%0,7
29,0+4,9
NiSOq4 3,9¢09 19+0,2 1,5+03 1,0£0,0 1,000 1,0+0,0

Pb / Ni 1 (518 (797) [(830) [(777) [233]

Si on reconsidere en méme temps, les mesures effectuées sur les parties racinaires plus leurs
axes hypocotylés correspondants, les plantules issues des graines traitées se montrent
globalement moins longues que les témoins. Aussi, le traitement au Pb dont I’inhibition de
I’allongement est fonction de la concentration appliquée, se révele moins inhibiteur que le
traitement au Ni (Tab. 6).

En effet, le rapport Pb / Ni appliqué aux plantes en entier qui se sont développées a I’issue
du 20°™ jour augmente de 5,2 pour une application de [100 ppm] & 9,4 pour une application
de [200 ppm], puis a 11,1 pour une application de [300 ppm]. Les fortes concentrations de
[400, 500 et 600 ppm] font diminuer en revanche ce rapport (Tab. 6).
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Tout indique que les conséquences d’une application du Pb se répercute négativement sur la
croissance des futures plantules lorsqu’on dépasse la concentration de [300 ppm]. Le Ni a
des effets inhibiteurs dés une application de [100 ppm] (Tab. 6).

Tableau 6 : Rapport Pb / Ni et longueurs des plantules de Marrubium vulgare L. issues des
graines non traitées (témoins) et des graines traitées par différentes concentrations [100, 200,
300, 400, 500 et 600 ppm] en Pb(NO3). et en NiSO4. Les mesures ont porté sur les longueurs

racinaires qu’on a additionnées aux longueurs des axes hypocotylés.

Témoins 100 ppm 200ppm 300 ppm 400ppm 500 ppm 600 ppm

Pb(NO3); 66,360 51,8+4,8 454349 20,059 12,4:16 6,2+11
75,27,7
NiSOs 12,7419 55%0,5 4,106 3,0:00 3,0:00 3,0:0,0
Pb / Ni 1 (520 [940] (11,13 [666] [4,13] 2,08

IVV-1-4- Contenu en protéines

Les protéines des plantules de Marrubium vulgare L. ont été dosées au 20°™ jour aprés la
1% mise & germination. Elles ont été rapportées en mg/100 mg de poids sec.

IVV-1-4-1- Protéines des traités au Pb(NOs3):

Les plantules témoins se caractérisent par un contenu protéinique de 10,11 + 0,43 mg/100
mg de poids sec. Celles issues des traitements au Pb de [100 et 200 ppm] différent peu des
témoins, puisque les contenus protéiniques dosés sont respectivement de 11,98 + 0,79 et de
11,71 £ 0,86 mg/100 mg de poids sec.

En augmentant la concentration du traitement au Pb appliqué au préalable aux graines, le
contenu protéinique des plantules qui en sont issues diminue. Ainsi, ce contenu passe a 6,86
+ 0,72 mg/100 mg de poids sec pour une application en Pb de [300 ppm] et 6,16 + 0,89
mg/100 mg de poids sec pour une application en Pb de [400 ppm].

Cette diminution est sensiblement la méme lorsqu’on porte les concentrations du Pb appliqué
a [500 et 600 ppm]. Effectivement, le contenu protéinique n’est que de 5,64 + 0,78 mg/100
mg de poids sec pour une application en Pb de [500 ppm] et de 5,31 + 0,60 mg/100 mg de
poids sec pour une application en Pb de [600 ppm] (Fig. 32).
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En clair, les 2 concentrations de [100 et 200 ppm] situent le contenu protéinique au méme
niveau que celui des témoins. Celui propre aux concentrations de [300, 400, 500 et 600 ppm]
fait diminuer le contenu protéinique de moitié par rapport au témoin (Fig. 32).
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Figure 32 : Effets des différentes concentrations en Pb(NO3z)2 [100, 200, 30, 400, 500 et 600
ppm] sur les quantités en protéines (mg/100 mg de poids sec) des plantules de Marrubium
vulgare L. par rapport aux témoins. Les dosages ont été réalisés au 20°™ jour depuis la 1%
mise a germination des graines et représentent une valeur moyenne de 3 dosages différents
+ écart-type.

1\VV-1-4-2- Protéines des traités au NiSOa4

Lorsqu’on applique du Ni sur les graines de Marrubium vulgare L., les plantules qui en sont
issues renferment une quantité équivalente en protéines (10,32 + 1,09 mg/100 mg de poids
sec) que les plantules téemoins (10,11 £+ 0,43 mg/100 mg de poids sec), et ce lorsque la
concentration du stress Ni est de [100 ppm].

Au-dela, toutes les concentrations testées ne font que baisser le contenu proteinique des
plantules. La diminution est fonction de la concentration appliquee. Ainsi, ce contenu baisse
de 43,2% pour une application de [200 ppm] ; de 67,5% pour une application de [300 ppm] ;
de 74,6% pour une application de [400 ppm] ; de 87,4% pour une application de [500 ppm] et
de 92,4% pour une application de [600 ppm] (Fig. 33).
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Le pourcentage de diminution est presque de méme ordre pour les 2 applications de [300 et
400 ppm]. C’est aussi le cas pour les 2 applications de [500 et 600 ppm] (Fig. 33).
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Figure 33 : Effets des différentes concentrations en NiSO4 [100, 200, 30, 400, 500 et 600
ppm] sur les quantités en protéines (mg/100 mg de poids sec) des plantules de Marrubium
vulgare L. par rapport aux témoins. Les dosages ont été réalisés au 20°™ jour depuis la 1°
mise a germination des graines et représentent une valeur moyenne de 3 dosages différents
+ écart-type.

IVV-1-4-3- Effets sur le contenu protéinique des traitements au plomb vs nickel

Exprimé en terme de poids sec, le total des protéines des plantules de Marrubium vulgare L.
est sensiblement égal (rapport Pb / Ni de 1,15) entre les 2 types de traités au Pb et au Ni avec
la seule concentration de [100 ppm] et ne différant pas trop de celui enregistré chez les
témoins (Tab. 7).

Ce total des protéines diminue en revanche a partir d une application en Pb de [300 ppm] et
d’une application en Ni de seulement [200 ppm]. Le contenu protéinique étant deux fois plus
élevé chez les traités au Pb que ceux traités au Ni aux concentrations de [200 et 300 ppm],
indiquant que I’effet négatif du Ni sur ce contenu protéinique étant beaucoup plus
conséquent que celui imposé dés lors par le Pb (Tab. 7).
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Aussi, le rapport Pb / Ni ne fait qu’augmenter lorsqu’on augmente les concentrations
d’application du stress métallique aux graines [400, 500 et 600 ppm], qu’il soit par le Pb ou
par le Ni. A cet effet, les plantules qui en sont issues montrent des contenus protéiniques en
constante baisse, avec une baisse encore plus drastique lorsqu’il s’agit du Ni que du Pb (Fig.
32et33; Tab. 7).

Tableau 7 : Rapport Pb / Ni et contenu protéinique des plantules de Marrubium vulgare L.
issues des graines non traitées (témoins) et des graines traitées par différentes concentrations
[100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en Pb(NOs3)2 et en NiSOa4. Les dosages ont été realisés
au 20°™ jour depuis la 1°® mise & germination et représentent une valeur moyenne de 3
dosages différents + écart-type.

Témoins 100 ppm 200 ppm 300 ppm 400 ppm 500 ppm 600 ppm

Pb(NO3); 11,9+0,8 11,7#0,8 6,8+0,7 6,1+09 5,6%10,8 5,3%0,6
10,1+0,4
NiSOq4 10,3+1,1 5,7+0,8 3,3+0,6 2,5+0,7 1,3+0,3 0,7+0,3

Pb / Ni 1 (1,15) [205] [206] [244] [430]

IV-1-5- Cinétique de la longueur du 1°" axe feuillé

Au bout de 10 jours depuis la 1° mise a germination des graines témoins, traitées au Pb et
traitées au Ni, les plantules de Marrubium vulgare L. qui en sont issues ont été transférées
en pots contenant un mélange sol — sable et sont laissées durant 6 semaines de temps. Durant
ces 6 semaines, des mesures hebdomadaires du 1°" axe feuillé émergeant ont été réalisées.

IV-1-5-1- Longueur du 1°" axe feuillé des témoins

Le 1°" axe feuillé en développement se compose de deux feuilles opposées. Son émergence
étant tardive, les mesures effectives n’ont été entamées qu’au bout de la 2°™ semaine depuis
le transfert en pot. Les mesures effectuées chez les plantules témoins donnent un axe feuillé
mesurant a peine 2,0 £ 0,0 mm de long, qui évolue rapidement a 6,75 £ 1,25 mm au bout de
la 3°™ semaine, puis a 11,6 = 1,14 mm au bout de la 4°™ semaine et & 14,2 + 1,3 mm au
bout de la 5°™ semaine, avant de finir par atteindre une longueur mesurée moyenne de 27,5
+ 0,57 mm au bout de la 6°™ semaine (Fig. 34). A ce stade, un second axe feuillé composé
de 2 autres feuilles opposées et décussées prend le relais du premier axe et se développe
également en consequence.
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IVV-1-5-2- Longueur du 1°" axe feuillé des traités au Pb(NO3)2

En traitant au préalable les graines avec différentes concentrations de Pb, les plantules qui
se sont développées et transférées en pots développent un 1° axe feuillé qui évolue dans le
temps au méme titre que celui des témoins, et ce uniquement pour les 3 premiéres
concentrations appliquées, a savoir [100, 200 et 300 ppm]. C’est ce que montre la figure ci-
dessous, ou les courbes enregistrées considérant les écarts-types obtenus épousent en tous
points la courbe des témoins (Fig. 34).
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Figure 34 : Evolution des longueurs du 1°" axe feuillé des plantules de Marrubium vulgare
L. issues des graines témoins [0 ppm] et des graines traitées par différentes concentrations
en Pb(NOs). [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en fonction du temps. Ces mesures ont
été réalisées chaque semaine depuis le transfert des plantules en pots, effectué au 10°™ jour
depuis la 1°® mise & germination des graines.

Les 3 concentrations les plus élevees de [400, 500 et 600 ppm] se distinguent des 3 premiéres
concentrations utilisées sur I’émergence du 1* axe feuillé. En effet, I’émergence de cet axe
enregistre un retard d’une semaine supplémentaire, étant visible qu’a partir de la 3°™
semaine depuis le transfert en pot. Aussi, le développement de cet axe au cours du temps ne
peut par la suite rattraper les longueurs moyennes des précédents cas considérés.
Moyennement et en tous points, ils sont de moitié moins longs que les mesures

précédemment réalisées dans le cas des traités avec les concentrations de [100, 200 et 300
ppm] (Fig. 34).
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IVV-1-5-3- Longueur du 1°" axe feuillé des traités au NiSO4

Le transfert des plantules issues des germinations des graines traitées aux différentes
concentrations en Nin’a pas été concluant et n’a pas permis de développer suffisamment de
plantules aux 1% axes feuillés apparents pour étre comptabilisés et considérés.

IVV-2- Discussion
IV-2-1- Germination des graines de Marrubium vulgare L.

La germination des graines du Marrubium vulgare L. se déroule entre le second et le
quatriéme jour aprés la 1% mise & germination des graines témoins, traitées par différentes
concentrations en Pb ou bien en Ni. Le nombre maximum de graines qui germent est atteint
dés le 4°™ jour, n’évoluant que trés peu le reste du temps du suivi de la germination. Les
pourcentages cumulés moyens obtenus au final dépassent par ailleurs 94% pour I’ensemble

des lots considérés.

Méme le temps moyen de germination ne change pas entre les différents lots considérés. Il
est non seulement identique pour les 2 lots traités par rapport a celui des témoins, mais aussi
entre les deux types de traitements testés, Pb et Ni, lorsqu’on les compare entre eux

concentration par concentration.

Le stress appliqué par I’utilisation du Pb ou le Ni, n’ont donc pas modifi¢ le pouvoir
germinatif des graines du marrube, assurant une germination identique a celle des témoins
par rapport aux 3 parametres pris en compte : cinétique de la germination, pouvoir germinatif
et temps moyen de germination qui relate la vitesse de la germination.

Lorsqu’on regarde de plus prés la littérature dédiée aux effets du Pb sur la germination, cet
élément entrave en général le processus de la germination des plantes notamment cultivées
(Seneviratne et al. 2017). Ceci reste valable pour une diversité d’espéces comprenant Pinus
halepensis Miller (Nakos, 1979), Oryza sativa L., Hordeum vulgare L. (Tomulescu et al.
2004), Vigna radiata L. (Ashraf and Ali, 2007), Spartina alterniflora Loisel. (Sengar et al.
2009), Lens culinaris Medikus, Medicago sativa L. (Sedzik et al. 2015), Zea mays L.
(Zhang et al. 2018) et Cynodon dactylon (Xiong et al. 2021).

A titre indicatif, des concentrations de 1 mM en Pb induisent une diminution de 14 a 30%
de la germination des graines du riz tout en réduisant la croissance des semis de 13 a 45%
(Verma and Dubey, 2003). La germination des graines de 2 espéces cultivées, blé tendre et
lentille, sur du papier filtre imbibé de 20 mM de Pb(NO3)2 est fortement inhibée, a hauteur
de 60% (Mesmar and Jaber, 1991). C’est ce qui caractérise également les graines de
Medicago sativa L. dont la germination diminue avec les concentrations en Pb (1, 2, 4, 8, 16
et 24 mM) appliquées (Yahaghi et al. 2019).
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Dans un travail plus récent mené sur 3 cultivars différents de Sorghum bicolor (variétés
rouge, blanche et shahla), auxquels on a appliqué des concentrations variées en Pb, ces
variétés montrent une capacité germinative diminuant avec |’augmentation de la
concentration en Pb utilisée (100, 200, 400 et 800 mg L™Y). Les variétés amendées par 800
mg L™ a titre d’exemple induisent d’ailleurs prés de 27,6 ; 18,5 et 32,14 de pourcentage de
réduction de la germination, respectivement chez les variétés rouge, blanche et shahla
(Osman and Fadhlallah, 2023).

Pour expliquer ces inhibitions, les auteurs avancent I’interférence des ions Pb avec les
enzymes associées a I’hydrolyse et la mobilit¢é des réserves nutritives telles que les
carbohydrates et les protéines nécessaires au metabolisme et au développement de
I’embryon, sans qui la germination ne peut avoir lieu (Sengar et al. 2009 ; Singh et al.
2010). Ces derniers auteurs attribuent également 1’effet inhibiteur exercé sur la germination
aux altérations touchant la perméabilité sélective des systemes membranaires, ou bien encore
a la perte de viabilité en conséquence d’une diminution de 1’énergie générée par I’embryon
(Singh et al. 2010 ; Osman and Fadhlallah, 2023).

En clair, la germination n’est entravée qu’en raison de 1’activité antagoniste exercée par le
Pb sur les amylases et les protéases des graines (Sengar et al. 2009). Ceci dit, Yang et al.
(2010) trouvent que le stress induit par le Pb stimule la synthese NADH-dépendante du H.O>
extracellulaire dans les graines en germination, ce qui provoque 1’arrét de ce processus chez
le blé. Quoi qu’il en soit, il y a lieu de noter que les effets du Pb sur la germination different
d’une espece a l’autre, de la concentration utilisée et de la durée d’exposition a ce stress
(Gupta et al. 2009 ; Gul et al. 2019).

Justement aux concentrations expérimentées, la germination des graines du marrube n’a pas
été entravée par les essais que nous avons menés en contradiction avec ce qui est
généralement admis. Ceci dit, nos résultats rejoignent plutét ce qui a été trouvé par Islam et
al. (2007) chez Elsholtzia argyi H., une espéce appartenant a la famille des Lamiacées, tout
comme Marrubium vulgare L. En effet, il a été rapporté qu’aux fortes concentrations, le Pb
était paradoxalement capable d’accélérer la capacité germinative des graines de Elsholtzia
argyi H. Simultanément, cette germination ainsi rehaussée affecte néanmoins sensiblement
la croissance des racines (Islam et al. 2007).

Pour le Ni, la littérature est également abondante en effets toxiques inductibles sur la
germination par cet élément métallique, certes indispensable lorsqu’il est faiblement
concentré, mais aux effets toxiques lorsqu’il est utilisé au-dela d’une certaine limite (Ahmad
and Ashraf, 2011 ; Torreset al. 2016). C’est ce qu’a été rapporté chez Grevillea exul (Léon
et al. 2005), Helianthus annuus (Ahmad et al. 2009) et Brassica napus (Yang and Zhao,
2013),
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Ainsi, un traitement de 200 ppm en NiSO4 affecte sévérement la germination des graines
d’Abrus precatorius (Vyas, 2017). L’utilisation de concentrations variées (5, 10, 25, 50 et
75 mg L) en chlorure de nickel (NiCly) sur la germination des graines de 9 cultivars
différents de blé (Triticum aestivum L.), montre une diminution graduelle du pourcentage de
germination chez les 9 cultivars, qui augmente a chaque fois que I’on augmente la
concentration du NiCl». A ce titre, le cultivar PBW-502 montre une germination minime (80,
85, 70, 65, 65 et 60%) aux concentrations en NiCl respectivement de (0, 5, 10, 25, 50 et 75
mg L) par comparaison au lot témoin. Au contraire, le cultivar HD-3118 exhibe une
germination maximum de (96, 97, 94, 87, 85 et 80%) aux concentrations respectives de (0,
5, 10, 25, 50 et 75 mg L™?). De cette étude, il est clair que HD-3118 est relativement plus
résistant que le cultivar PBW-502 au traitement induit par NiCl, (Shweti et al. 2018).

Chez Vigna unguiculata L., la réduction de la germination ne commence que lorsqu’on
utilise une concentration supérieure a 2,4 mM, toutes les autres concentrations testées (0,6 ;
1,2 ; 1,8 et 2,4) n’ont pas significativement réduit le pourcentage de germination des graines
de Vigna par rapport aux témoins (Mujeeb et al. 2019).

Il'y a lieu de noter que I’utilisation de différents sels de Ni conduit a des réponses différentes
au sein de la méme espéce. En effet, I’utilisation du Ni sous sa forme NiCl entrave fortement
la germination des graines de Grevillea exul var. rubiginosa, ce que ne fait pas le Ni sous sa
forme NiSOgs. Grevillea exul est considérée comme une espece résistante au Ni par rapport
au fait que la germination des graines traitées par une concentration de plus de 50 mg L™ de
NiSO; étant similaire aux graines témoins. Ce traitement n’a par ailleurs produit qu’une
inhibition de 30% de la germination lorsqu’on a utilisé du NiCl. (Léon et al. 2005).

De ce qui précede, les faibles concentrations en Ni n’entravent nullement la germination. Ce
sont les fortes concentrations qui ont ce pouvoir inhibiteur sur les pourcentages de
germination obtenus au final. Exceptionnellement, il a été trouvé que les caryopses du riz
(Das et al. 1978) et le mais (Seregin and Kozhevnikova, 2005) germent méme aux fortes
concentrations en sels de Ni (102 M). Tout comme ce qui a été constaté chez les graines de
marrube en présence de fortes concentrations en NiSOa.

Le Ni est considéré comme un élément essentiel aux plantes impliqué dans le processus de
métabolisation de ['urée. La présence du Ni augmente également la germination des graines
et la vigueur des plantules qui en sont issues, pour des raisons qui restent encore a élucider
(Sreekanth et al. 2013). En effet, rien que du coté de la germination, des études précédentes
ont rapportés les effets bénéfiques de la présence du Ni sur la germination des graines des
especes réputées résistantes au Ni, c’est le cas des espéces hyper accumulatrices du Ni
appartenant au genre Alyssum (Homer et al. 1991), ou encore des espéces tolérantes telles
gue Echinochloa colona L. (Rout et al. 2000) et Medicago sativa (Peralta et al. 2001).
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Les fortes concentrations en Ni qui ont un effet inhibiteur sur la germination se manifestent
tout comme le Pb, par leurs effets directs sur les activiteés des amylases, des protéases et des
ribonnucléases, mobilisant de ce fait moins de réserves nutritives pour permettre la
germination des graines (Ahmad and Ashraf, 2011). D’autre part, le Ni réduit tous les
processus cellulaires pourvoyeurs en énergie pour les besoins de la germination des graines
(Hall, 2002) ; de méme que I’effet toxique du Ni sur la germination peut étre interprété
comme une interférence compétitive avec les autres métaux essentiels ainsi que par
I’induction d’un stress oxydatif (Chen et al. 2009).

Pareillement au Pb, I’influence du Ni sur la germination est aussi dépendent du type d’espéce
considérée, de la concentration utilisée, de temps d’exposition au stress auquel il y a lieu de
rajouter la nature du sel de Ni qui a été expérimenté (Léon et al. 2005 ; Shweti et al. 2018 ;
Yadav et al. 2018 ; Mujeeb et al. 2019).

IVV-2-2- Mesures biométriques des plantules de Marrubium vulgare L.

Les mesures biométriques réalisées au 20°™ jour sur les plantules issues des germinations
des graines non traitées montrent une longueur racinaire moyenne de 46,2 mm et une
longueur des hypocotyles moyenne de 29,0 mm.

Le traitement des graines par du Pb a la concentration de [100 ppm] n’a pas influencé la
longueur racinaire des plantules. L’influence s’exerce pour les concentrations de [200, 300,
400, 500 et 600 ppm] ou nous enregistrons respectivement une diminution de 20,4 ; 29,6 ;
73,5; 78,2 et 92,0%. L’influence du Ni sur I’allongement racinaire des plantules du marrube
est plus grande que celle imposée par le Pb. Le pourcentage d’inhibition de la croissance
racinaire étant de 80,8% pour la seule concentration de [100 ppm]. Au-dela, les racines
mesurées aux environs de 2 mm, brunissent sensiblement et paraissent amincies et fréles.

Pour les axes hypocotylés, les réductions enregistrées pour les différentes concentrations
[100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en Pb sont respectivement de 30,6 ; 48,2 ; 55,5 ; 73,2 ;
91,9 et 91,2%. Tout comme le cas de I’allongement racinaire et quel qu’en soit la
concentration utilisée, le Ni réduit de plus de 86% 1’allongement de 1’axe hypocotylé des
plantules du marrube.

Dans le cas du Marrubium vulagre L., si la germination n’a pas été entravée par 1’utilisation
du Pb, I’allongement des racines et des hypocotyles est par contre négativement influence
par I’utilisation du Pb au-dela de la concentration de [100 ppm]. C’est ce qui revient dans
plusieurs travaux qui notent que la toxicité due aux effets du Pb, réduit déja la mobilisation
des réserves nutritives retardant et/ou réduisant la formation de la radicule et son émergence
ainsi que celle de la partie aérienne (Cokkizgin and Cokkizgin, 2010).
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A titre d’exemple, chez le bl¢, le Pb utilisé & une concentration de 1000 mg Kg™ inhibe de
45% I’allongement des racines et de 33% I’allongement de la partie aérienne (Kanwal et al.
2020). Des résultats similaires ont été constatés chez le sorgho (Ertekin et al. 2020) et
Cynodon dactylon (Xiong et al. 2021). Aussi, chez Sorghum bicolor, considérant 3 variétés
différentes (rouge, blanche et Shahla), il a été noté que le Pb utilisé a une concentration de
800 mg L réduisait respectivement de 67,16 ; 67,05 et 49,07% I’allongement de la radicule.
Pour ce qui est de la partie aérienne, les pourcentages de réduction sont respectivement de
54,61 ; 65,20 et 45,56% (Osman and Fadhlallah, 2023).

Ces 3 variétés répondent difféeremment au stress induit par le Pb. Une tolérance maximum
est observé aux faibles concentrations, pendant que la plus forte concentration induit une
diminution de tous les indices de tolérance déterminés (Osman and Fadhlallah, 2023).

Exposés aux fortes concentrations, la croissance diminue. Elle serait due a I’influence du Pb
sur la division cellulaire et/ou 1’¢longation cellulaire, qui expliquerait I’entrave de
I’allongement racinaire et I’émergence de la partie aérienne (Patra et al. 2004 ;
Kozhevnikova et al. 2009).

D’autres mécanismes rentrent aussi en jeu pour expliquer ces entraves. Hadi & Aziz (2015)
attribuent les effets retardant et toxique sur la croissance a I’influence exercée par le Pb sur
la synthése de la chlorophylle et la transpiration. Jiang et Liu (2010) constatent une
perturbation des organites des cellules de méristemes racinaires. Ces perturbations ont lieu
suite au dysfonctionnement des membranes biologiques dues a la seule présence du Pb aux
concentrations toxiques.

Méme a faible concentration, exposés plus longtemps au Pb, les plantes ont du mal a
développer leurs racines et leurs parties aériennes, en raison d’une inhibition plus fortement
exercée dans le systéme racinaire qu’au niveau de toutes les autres parties de la plante (Liu
et al. 2008). Les racines qui se développent sont tres courtes et les feuilles peu nombreuses
(Islam et al. 2007 ; Kopittke et al. 2007). En tout, I’inhibition de la croissance des plantes
est expliquée par l’influence exercée par le Pb sur le métabolisme des nutriments
(Chatterjee et al. 2004), des relations hydriques (Rucinska-Sobkowiak et al. 2013) et de
la photosynthése (Qufei and Fashui, 2009).

En utilisant du Ni sur les graines du Marrubium vulagre L., la germination n’étant pas
entravée mais les conséquences sur la croissance des racines et des axes hypocotylés sont
plus dramatiques par rapport au Pb, particulierement pour la concentration de [100 ppm],
qui a assuré aux plantules de se développer normalement.

Le Ni aux faibles concentrations favorise la croissance des plantules issues de la
germination, pendant que les plus fortes concentrations affectent cette croissance (Léon et
al. 2005 ; Kumar et al. 2021).
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Le Ni utilisé sous forme de NiCl, aux faible concentrations (5 mg L) a la capacité d’allonger
un peu plus la longueur de la radicule de 7 cultivars de Triticum aestivum L. parmi les 9
testés. Cependant, les plus fortes concentrations réduisent de facon drastique les longueurs
des radicules chez tous les cultivars. La longueur minimum est enregistrée pour le cultivar
PBW-343 (9,1; 9,3; 1,3; 1; 0,6 et 0,27 cm) respectivement pour les concentrations en
NiCl, de 0, 5, 10, 25, 50 et 75 mg L. Le cultivar HD-2985 montre en revanche une longueur
racinaire de 20,6 ; 23,1; 4,5; 3; 2,1 et 1,5 pour respectivement les mémes concentrations
en NiCl, que précédemment (Shweti et al. 2018).

Méme constat pour la partie aérienne influencée par les différentes concentrations en NiClo.
Les résultats indiquent qu’en augmentant la concentration de I’élément métallique, la
longueur de la partie aérienne diminue par comparaison au témoin. Les faibles
concentrations n’ont en revanche aucun effet inhibiteur sur I’allongement de cette partie. Par
ailleurs, le cultivar PBW-502 montre une longueur la plus faible (11,7 ;11;8,2;3; 1,3 et
0,6 cm) respectivement pour les concentrations en NiCl, de 0, 5, 10, 25,50 et 75 mg L. Le
cultivar HD-3043 montre par contre une longueur de 13,8 ; 13,2 ; 11,4 ; 10 ; 6,4 et 3,1 pour
respectivement les mémes concentrations en NiCl, testées précédemment (Shweti et al.
2018).

Cet état de fait s’applique également pour Vigna unguiculata L. dont les longueurs racinaires
et des parties aériennes ne sont pas modifiées lorsqu’on utilise la concentration de 0,6 mM
en NiSOas. Les fortes concentrations appliquées de 1,2 ; 1,8 et 2,4 mM ne permettent pas aux
racines et aux parties aériennes un allongement suffisant. Par ailleurs, dans ces expériences,
le traitement au Ni est plus toxique pour les parties aériennes que pour les parties racinaires
(Mujeeb et al. 2019). C’est le méme constat pour cette espéce dont le taux de croissance
n’est pas modifié par une concentration en NiSO4 de 50 ppm par rapport au témoin ; par
contre la concentration de 100 ppm induit une diminution notable de ce taux (Asagba et al.
2019).

Une teneur élevée en Ni exerce des effets néfastes sur la croissance des plantes, provoquant
un raccourcissement des longueurs des pousses et des racines chez 1’orge (Rahman et al.
2005). La réduction de la longueur des plumules et des radicules, ainsi que les poids frais et
sec chez le tournesol (Singh et al. 2004 ; Ahmad et al. 2009) et la tomate (Kowalczyk et
al. 2003) ont été observés également en présence du Ni aux fortes concentrations. Aussi,
dans les sols contaminés par le Ni, la germination des graines au méme titre que la croissance
des semis du riz sont également tres affectés par la présence de cet élément métallique
(Maheshwari and Dubey, 2008).

L’inhibition de la croissance induite par le Ni se produit en conséquence d’une faible
synthese de protéines, notamment des enzymes clés impliquées dans la mobilisation des
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réserves nutritives indispensables a la germination (Pandey and Sharma, 2002 ; Lin and
Kao, 2006 ; Maheshwari and Dubey, 2007 ; Ahmad and Ashraf, 2011), ou bien en
réduisant 1’absorption des micro- et des macroéléments essentiels dans les graines en
germination (Ahmad et al. 2007) ou encore en affectant diverses voies metaboliques et
processus en lien avec les divisions cellulaires (Ahmad and Ashraf, 2011).

Il y lieu de noter que 1’exposition des graines du marrube au Ni a engendré un brunissement
trés rapide des radicules apparues, assez fréles et amincies qui ne se sont que peu ou pas du
tout allongées le reste du temps de suivi de la germination. Cet état de fait empéche la partie
aérienne de se développer normalement entrainant in fini la perte des plantules. C’est ce que
rapporte Wood et al. (2006) qui constatent entre autres conséquences de la toxicité du Ni,
un systéme racinaire tres peu développé aux racines fibreuses et mortes, entrainant vers la
fin la mort des plantes entieres (Kumar et al. 2021).

IVV-2-3- Protéines des plantules de Marrubium vulgare L.

Le contenu protéinique a été dosé sur des plantules de 20 jours issues des germinations
témoins, traitées au Pb et traitées au Ni. Les résultats ont été rapportés en fonction du poids
sec aprés avoir déterminé les teneurs en eau de chacun des lots aux différentes
concentrations.

Ces résultats montrent que le Pb aux concentrations de [100 et 200 ppm], ne modifie que
peu le contenu protéinique par rapport aux témoins, il diminue en revanche a chaque fois
que I’on augmente la concentration de cet élément métallique traitant. Dans le cas du
traitement au Ni, la seule concentration qui ne modifie pas le contenu protéinique par rapport
aux témoins est I’application de [100 ppm]. Toutes les autres concentrations ne font que
diminuer ce contenu protéinique.

En prime, le contenu protéinique est deux fois plus élevé chez les traités au Pb que ceux
traités au Ni aux concentrations de [200 et 300 ppm]. Au-dela de la concentration de [300
ppm], les contenus protéiniques affichent des teneurs en baisse, avec en sus une baisse plus
drastique dans le cas du Ni que dans le cas du Pb.

Il a été rapporté que le Pb interagit avec les protéines cytoplasmiques. Les effets sur le
contenu protéinique restent encore a ¢lucider lorsqu’il s’agit de concentrations d’application
assez faibles (Pourrut et al. 2011 ; Xia et al. 2019), par contre lorsqu’il est utilisé¢ aux
concentrations élevées son action ne differe pas de ce qui a été déja avancé pour tous les
autres éléments traces métalliques, qui présentent la faculté de diminuer le pool des protéines
(Chatterjee et al. 2004 ; Garcia et al. 2006 ; Mishra et al. 2006 ; Piotrowska et al. 2009).
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Cette diminution quantitative des teneurs en protéines totales a été attribuée en premier lieu
aux effets induits par le Pb sur la production des espéces réactives de 1’oxygeéne inductibles
d’un stress oxydatif (Gupta et al. 2009 ; Piotrowska et al. 2009).

Une modification de I’expression des genes, 1’¢lévation de ’activité enzymatique de la
ribonucléase, 1’utilisation des protéines pour détoxifier le Pb, la diminution du pool des
acides aminés, la perturbation du métabolisme azoté sont également évoqués pour expliquer
la réduction du contenu protéinique en présence du Pb (Chatterjee et al. 2004 ; Gopal and
Rizvi, 2008 ; Gupta et al. 2009 ; Pourrut et al. 2011). A noter que le contenu en certains
acides aminés, la proline entre autres, augmente de teneur en présence du Pb, participant
ainsi a la tolérance du stress impose par cet élément (Qureshi et al. 2007).

Les faibles concentrations en Pb sont susceptibles d’induire une accumulation du total des
protéines (Mishra et al. 2006). Cette accumulation pourrait jouer un réle de défense contre
le stress induit par le Pb (Gupta et al. 2010), particulierement pour les protéines impliquées
dans le maintien du pouvoir redox des cellules, jouant un role équivalent a celui accompli
par le glutathion ou par des phytochelatines (Jiang and Liu, 2010 ; Yadav, 2010).

En plus d’un changement quantitatif, le Pb peut affecter la composition qualitative des
protéines cellulaires. Le profil protéinique de 2 variétés de Cannabis sativa L., 1’une
tolérante et 1’autre sensible au Pb a été déterminé et comparé. Il se décline respectivement
en 63 et en 371 profils protéiniques différents, que les auteurs ont regroupés en 14 catégories
(Xia et al. 2019). A cet effet et en réponse au stress induit par le Pb, Cannabis sativa L.
utilise ces profils protéiniques pour : (1) augmenter la biosynthése de I’ATP ; (2) augmenter
la respiration ; (3) renforcer le lien entre respiration et photosynthése ; (4) améliorer la
photosynthése ; (5) améliorer ’assimilation de 1’azote et du carbone ; (6) éliminer les
especes réactives de I’oxygene ; (7) réguler le mouvement d’ouverture et de fermeture des
stomates ; (8) augmenter la capacité d’absorber et de transporter 1’eau ; (9) raccourcir la
période de croissance ; (10) protéger les protéines d’une éventuelle agrégation et dégrader
les protéines mal repliées ; et (11) Stimuler le transport membranaire de 1’ ATP au sein ou en
dehors des chloroplastes (Xia et al. 2019).

A TD’instar du Pb, le traitement au Ni peut induire une élévation du contenu protéinique
uniquement lorsqu’il est utilisé a faible concentration. C’est ce qui se passe chez Nasturtium
officinale R., ou la teneur en protéines augmente dans les racines et feuilles lorsque
I’application en Ni ne dépasse pas 5 mg L. Cependant, ce contenu protéinique diminue aux
concentrations de 10 et 25 mg L™ (Duman and Ozturk, 2010). C’est ce qui se passe aussi
chez Elodea canadensis, dont le contenu protéinique augmente lorsqu’on traite seulement
avec la concentration de 10 umol L en Ni (Maleva et al. 2009).
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Le stress métallique induit par le Ni réduit le contenu protéinique et/ou altére leur structure
via plusieurs mécanismes (Hassan et al. 2019). Le stress Ni augmente substantiellement la
production des especes réactives de 1’oxygeéne, qui endommagent a leur tour les protéines
(Gajewska et al. 2006). En outre, le Ni se lie également aux groupes fonctionnels des
protéines, comme les groupes —SH, modifiant ainsi leur structure. Ces modifications
réduisent en conséquence les activités des protéines enzymatiques contenant des groupes —
SH (Seregin and Kozhevnikova, 2006).

Le stress induit par le Ni favorise une accumulation de différents acides aminés, provenant
de I’hydrolyse des protéines, ce qui a également comme conséquence une réduction du
contenu protéinique (Ali et al. 2009). Ces acides aminés peuvent servir a la détoxification
des métaux et pourraient protéger les plantes de leurs effets toxiques (Hassan et al. 2019).

En effet, chez Thlaspi, une espéce réputée hyper accumulatrice du Ni, il a été observé une
accumulation de la cystéine en plus du glutathion. Cette accumulation favorise la tolérance
vis-a-vis du stress Ni grace a ’amélioration du pouvoir antioxydant de la GSH-dépendante
(Freeman et al. 2004). En plus de la cystéine, le stress Ni favorise une accumulation de
I’histidine chez le colza ; ces acides aminés aident a la translocation du Ni des racines vers
les parties aériennes ou il est séquestré (Hall, 2002).

En conséquence, lors d’un stress induit par le Ni, les réactions des plantes se manifestent par
une baisse de leur contenu protéinique, se traduisant par une accumulation des acides aminés,
qui joueraient un role prépondérant lors de la réponse au stress, particulierement chez les
especes les plus tolérantes du Ni (Clemens, 2001 ; Hall, 2002 ; Hassan et al. 2019).

IVV-2-4- Développement du 1°" axe feuillé des plantules de Marrubium vulgare L.

Par transfert des plantules en pots, la suppression du stress métallique imposé préalablement
aux graines a permis le développement d’un 1°" axe feuillé bien distinctif chez les prétraités
au Pb, absent chez les prétraités au Ni.

Les mesures hebdomadaires effectuées sur ce 1° axe feuillé ont montré une évolution
concomitante des longueurs des prétraités au Pb avec les concentrations de [100, 200 et 300
ppm] par rapport aux témoins. Les prétraités avec les trois concentrations les plus fortes
[400, 500 et 600 ppm] assurent également le développement de ce 1° axe feuillé, quoique
retardée d’une semaine et donc de moitié moins longs que ce qui a été enregistré chez les
prétraités avec les concentrations les moins fortes (Fig. 35).

La germination des graines du Marrubium vulgare L. n’a pas été entravée par la présence du
Pb, cependant la croissance des axes racinaires et des hypocotyles a été sensiblement inhibée,
notamment aux fortes concentrations, en témoignent les longueurs enregistrées.
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Ceci indique que le Pb a été absorbé au niveau racinaire et a induit ses effets inhibiteurs sur
la croissance des racines et des axes hypocotylés lorsqu’il est administré particulierement
aux fortes concentrations.

Figure 35: Suivi en pots des longueurs du 1°" axe feuillé des plantules de Marrubium
vulgare L. issues des graines témoins [0 ppm] et des graines traitées par différentes
concentrations en Pb(NO3), [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm] en fonction du temps. De
droite a gauche, respectivement les plantules témoins, les plantules traitées par les
concentrations en pots dans 1’ordre croissant. L’image d’en haut représente les plantules au
bout de la 3*™ semaine aprés transfert en pots ; I’image d’en bas représente les plantules au
bout de la 6°™ semaine aprés le transfert en pots.

Une translocation limitée du Pb des racines vers les parties aériennes se produit lorsque la
barriere imposée par I’endoderme est rompue en présence de fortes concentrations en Pb
(Verma and Dubey, 2003). Au niveau cellulaire, le Pb peut étre secrété dans les vacuoles
(Seregin et al. 2004), sinon il atteint les noyaux, les chloroplastes et les mitochondries
exercant ainsi des effets toxiques sur ces organites, les cellules et par ricochet touche
I’organe (Sharma and Dubey, 2005).

Une fois atteint le niveau cellulaire, 1’activité de nombreuses enzymes est inhibée, la
nutrition minérale et I’équilibre hydrique sont perturbés, le statut hormonal est modifié, les
membranes sont perméables et un stress oxydatif s’installe. A cet instant, la croissance de
I’organe est retardée, les racines brunissent et une chlorose prend place au niveau des parties
aériennes (Verma and Dubey, 2003 ; Sharma and Dubey, 2005).
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Nos plantules transférées en pots apres le stress subit par différentes concentrations en Pb,
ont cette capacité de développer leur partie aérienne, au méme titre que les témoins pour les
3 premieres concentrations testées et aprés un retard pour les 3 plus fortes concentrations
testées. Il y a lieu de noter également que les plantules obtenues aprés les traitements
notamment de [200 et 300 ppm] paraissent plus vigoureuses que les témoins, exhibant un
volume foliaire plus consistant (Fig. 35).

Ceci indique une capacité de tolérance qui pourrait s’exprimer selon plusieurs mécanismes,
combinant entre 1’exclusion du Pb, la mise en place de systemes de défense non-spécifiques
et la détoxification (Sharma and Dubey, 2005).

L’exclusion consiste en (1) une perte radiale de ’oxygéne a partir des racines; (2)
I’immobilisation du Pb?* au niveau de la rhizosphére ; (3) une liaison avec les groupements
-COOH des acides uroniques des mucilages ; (4) une séquestration du Pb?* au niveau de la
paroi ; (5) une exsudation de composés précipitant le Pb?* tel I’oxalate.

Les systemes de défense non-spécifiques incluent (1) une accumulation des osmolytes
compatibles ; (2) un systeme de défense antioxydant; (3) une synthese accrue des
polyamines ; (4) des dépbts de callose et de subérine au niveau des parois ; (5) un
changement de la balance hormonale et (6) une élévation du contenu en acides aminés libres.

Les systtmes de détoxification comprennent (1) une séquestration du Pb?" au niveau
vacuolaire par formation de complexes avec les phytochelatines ; (2) une détoxification via
le glutathion ou (3) encore via des acides aminés. Une synthese des phytochelatines
résulterait de ’activation de plusieurs enzymes dont la glutamyl cystéine synthétase, la
glutathion synthétase et la glutathion réductase (Wierzbica and Antosiewicz, 1993).

S’agissant du Ni, le transfert de nos plantules issues des germinations des graines traitées
par différentes concentrations en Ni, n’a pas été concluant et n’a pas permis de développer
suffisamment de plantules aux 1°° axes feuillés apparents pour étre comptabilisés et
considérés.

En effet comme souligné précédemment, le Ni qui n’a pas entravé la germination, a donné
lieu en revanche a des racines qui ne se développent que peu lorsque la concentration est la
plus faible, sinon brunies, fréles et amincies. Leur transfert en pot, sans présence de Ni, n’a
nullement permis a 1’axe hypocotylé d’émerger, encore moins a 1’axe feuillé de se
développer, entrainant rapidement la perte de ces plantules.

Psaras & Manetas (2001) signalent une présence du Ni dans les téguments des graines, en
grandes quantités autour du micropyle et de I’épiderme, en faible quantités dans les cellules
du mésophylle des cotylédons. Cataldo et al. (1978) trouvent que le Ni est hautement mobile
chez le soja, des son absorption au niveau racinaire ; il est rapidement transporté vers les
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parties racinaires nouvellement formées et vers les parties aériennes ou il est accumulé dans
les feuilles (Page and Feller, 2005). Inversement, des auteurs notent que le Ni est fortement
accumulé dans les parties racinaires par rapport aux parties aériennes, et ce chez le mais
(Baccouch et al. 2001) et I’orge (Brune and Deitz, 1995).

Avec ces dernicres observations, somme toutes contradictoires, 1’absorption du Ni et sa
distribution dans d’autres parties de la plante quoiqu’encore ambigiies, n’empéchent pas de
statuer sur le fait que sa toxicité aux fortes concentrations, enregistrée au niveau racinaire,
se répercute négativement sur la croissance de la racine et de la partie aérienne du marrube.

Il est évident que la toxicité du Ni affecte sévérement la croissance au niveau des organes
considérés : radicule, axe hypocotylé et 1°" axe feuillé et donc des plantules. Cependant, les
mécanismes exacts a ’origine des effets induits par le Ni sur la croissance des plantes ne

sont toujours pas clairs comme 1’avance Hassan et al. (2019).
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V- Conclusion

En se projetant sur une éventuelle utilisation de Marrubium vulgare L. en phytoremédiation,
un premier travail préliminaire a été réalisé. 1l vise la caractérisation sous stress métallique
d’une partie du cycle de vie d’une telle espéce : son potentiel germinatif et ses premiers
stades de la croissance a 1’échelle de plantule. Pour ce faire, deux éléments traces
métalliques, le Pb et le Ni ont éte utilises dans le milieu de germination des graines a des
concentrations croissantes, variant de [100 a 600 ppm]. Le Pb a été apporté sous une forme
de nitrate de plomb [Pb(NOs3).] et le Ni a été apporté sous une forme de sulfate de nickel
hexahydraté [NiSOa].

Pendant la vingtaine de jours ou le processus de germination a été suivi, les graines testées
germent au méme titre que ce qui a été observé pour les témoins apres le nécessaire temps
de latence de deux jours au minimum. Un maximum de graines germe dés le 4°™ jour des
dénombrements et la capacité germinative obtenue au final dépasse 94% pour les 2 types de
traitements appliqués et pour toutes les concentrations testées.

La vitesse de la germination des graines déterminée a travers les temps moyens de
germination a été identique entre les 2 traitements appliqués vis-a-vis des concentrations
testées et par comparaison au lot des témoins.

Si la capacité germinative des graines de Marrubium vulgare L. n’a pas été entravée par le
traitement au Pb ou au Ni, donnant lieu a I’émergence d’une radicule d’au moins 2 mm de
long, la différence réside au sein de la croissance de cet axe radiculaire a proprement dit.

En effet, si cet axe s’allonge dans le cas du Pb au cours du temps, cet allongement differe
d’une concentration a une autre. L’allongement étant équivalent a celui des témoins lorsque
la concentration est de [100 ppm] uniquement, diminuant au fur et & mesure que ’on
augmente les concentrations d’application. Les fortes concentrations de plus de [400 ppm]

réduisent de fagon drastique 1’allongement radiculaire.

Dans le cas du Ni et hormis la concentration de [100 ppm] qui permet un allongement
quoique minime de I’axe radiculaire, ’ensemble des concentrations testées portent atteintes
a I’allongement de cet axe. Les radicules émergentes a hauteur de 2 mm, ne s’allongent plus
et brunissent trés rapidement. Les concentrations utilisées se sont révélées toxiques a la
croissance de la radicule dans le cas du traitement au Ni par rapport au traitement au Pb.

A Dinstar de I’allongement radiculaire, I’allongement de I’axe hypocotylé des traités avec
les différentes concentrations en Pb ne fait que diminuer au fur et & mesure que 1’on
augmente la concentration. Le traitement au Ni, rien qu’avec la concentration de [100 ppm]

inhibe 1’allongement de cet axe de 86%, le reste des concentrations de plus de 93%.
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Tout indique qu’une application en Pb de plus de [300 ppm] se répercute négativement sur
I’allongement de la radicule et de I’axe hypocotylé. Le nickel se manifeste par des toxicités
apparentes sur ces allongements des une application de [100 ppm].

Une approche via le dosage des protéines totales a été effectuée pour étayer ces constatations.
Les dosages ont été effectués au 20°™ jour aprés la 1 mise & germination des graines et les
valeurs ont été exprimées en mg/100 mg de poids sec aprées avoir déterminé les teneurs en
eau des plantules. Si le contenu protéinique des plantules issues des traitements de [100 et
200 ppm] en Pb est sensiblement le méme ou méme légerement supeérieur a celui des
témoins, toutes les autres concentrations de [300 ppm] et plus réduisent ce contenu. Pour le
Ni, la seule concentration de [100 ppm] permet d’avoir le méme contenu protéinique que
celui des témoins, le restant des concentrations ne fait que décliner ce contenu, beaucoup

plus que le traitement au Pb lorsqu’on considére concentration par concentration.

En suspendant le stress métallique par transfert des plantules sur un substrat sain dés le 10°™
jour aprés la 1 mise a germination, il nous a été donné de suivre hebdomadairement le
développement du 1° axe feuillé des plantules transférées.

Aprés un temps d’adaptation et d’acclimatation, le 1°" axe feuillé émerge et se développe
pour individualiser 2 feuilles opposées. Le traitement au Pb aux concentrations de [100, 200
et 300 ppm] aboutit au méme résultat de point de vue allongement hebdomadaire que ce qui
a été observé chez les témoins. Le reste des concentrations sans aucune incidence inhibitrice,
développe I’allongement de cet axe avec néanmoins un retard constant par rapport aux
témoins. Le Ni en revanche, n’a donné lieu a aucun développement, puisque le transfert des
plantules issues des germinations prétraitées aux différentes concentrations n’a permis

aucune acclimatation réussie susceptible d’étre considérée.

Marrubium vulgare L. s’est révélé assez tolérant du Pb par rapport au Ni aux premiers stades
de la croissance. Cette affirmation reste tributaire d’un travail complémentaire qui doit étre
mené en perspective dans les parties radiculaires et aériennes par dosage de ces deux
éléments métalliques, d’estimer les activités enzymatiques qui s’y déroulent et de tenter in
fini de suivre les autres stades du cycle de vie de la plante jusqu’a la production de la
biomasse. Il y a lieu aussi de combiner toutes ces projections avec des expérimentations qu’il
faut mener in situ, pour pouvoir statuer sur la capacité de phytoremédiation ou non de cette
espece.
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On s’est fixé comme objectifs d’évaluer et de comparer les effets que risquent d’induire deux éléments traces
métalliques, le plomb et le nickel, sur la germination des graines de Marrubium vulgare L., ainsi que sur les premiers
stades de croissance et de développement des plantules. Ces deux éléments testés a des concentrations variées (100,
200, 300, 400, 500 et 600 ppm), ont été utilisés sous forme de nitrate de plomb (Pb(NOs)2) pour ce qui est de I’élément
Pb et sous forme de sulfate de nickel (NiSO4) pour ce qui est de I’élément Ni.

Les résultats obtenus montrent que le Pb et le Ni ne modifient en rien le pouvoir germinatif des graines et ce quel que
soit la concentration testée. Les taux maximums de germination atteints culminent & hauteur de ceux des témoins.
Cependant, la croissance des plantules résultantes est fortement influencée par I’effet toxique induit par notamment
I’utilisation du nickel par rapport au plomb. En effet, les mesures biométriques des racines et des hypocotyles montrent
que I’effet toxique du nickel s’installe dés la concentration de 100 ppm, par contre celui relatif au plomb ne s’installe
qu’au-dela de 200 ppm. Par ailleurs, les contenus protéiniques des plantules indiguent une baisse notable dés une
application de 200 ppm en Ni et de 300 ppm en Ph.

Aprés transfert des plantules en pots, la suppression du stress métallique imposé au préalable aux graines en phase de
germination, a permis le développement d’un 1¥ axe feuillé chez les prétraités uniquement au Pb, quasi absent chez
les prétraités au Ni.

Ces résultats montrent que si le stade germinatif des graines n’est pas influencé par un stress métallique, les stades
ultérieurs relatifs a la croissance des plantules y sont sensibles. Aussi, le Ni s’est révélé plus toxique que le Pb par
rapport a la croissance des plantules de Marrubium vulgare L.

Mots-clés : Marrubium vulgare L ; plomb ; nickel ; germination ; mesures biométriques ; statut hydrique ; protéines.

The aim of this study was to evaluate and compare the potential effects of two trace metals, lead and nickel, on the
germination of Marrubium vulgare L. seeds, and on the early growth and development of seedlings. These two
elements, tested at various concentrations (100, 200, 300, 400, 500 and 600 ppm) were used in the form of lead nitrate
(Pb(NOs),) for the lead element and nickel sulfate (NiSQx) for the nickel element.

The results show that lead and nickel have no effect on seed germinability, whatever the concentration tested. The
maximum germination rates achieved were equivalent to those of the controls. However, the growth of the resulting
seedlings is strongly influenced by the toxic effect induced by the use of nickel versus lead. In fact, biometric
measurements of roots and hypocotyls show that the toxic effect of nickel begins at a concentration of 100 ppm,
whereas that of lead only begins above 200 ppm. In addition, the protein content of seedlings showed a significant
drop at 200 ppm Ni and 300 ppm Pb.

After transferring the seedlings to pots, the removal of the metal stress previously imposed on the germinating seeds
enabled the development of a leafy first axis in Pb-only pretreated plants, which was virtually absent in Ni-pretreated
plants.

These results show that while the germinative stage of seeds is not influenced by metal stress, later stages of seedling
growth are sensitive. Nickel was more toxic than lead to the growth of Marrubium vulgare L. seedlings.

Keywords: Marrubium vulgare L. ; lead ; nickel ; germination ; biometric analyses ; water status ; protein.
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