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Introduction

I- Introduction

La révolution industrielle a conduit a une augmentation de la concentration des éléments
traces métalliques dans la biosphére, ce qui est devenu une préoccupation majeure pour
I’environnement, menagant les ressources en eau et du sol et se répercutant négativement sur
la flore, la faune et la santé humaine via la chaine alimentaire (Mitra et al. 2022).

Ces éléments peuvent étre non essentiels, hautement toxiques et tres nuisibles méme aux
concentrations infimes, cas du cadmium, du plomb et du mercure. D’autres, tels que le cuivre
et le zinc, sont essentiels a la croissance des plantes aux faibles concentrations, devenant
toxiques a des niveaux plus élevés. Leur influence sur les plantes se manifeste par
I’inhibition de la croissance, suivie de la mort (Raychaudhuri et al. 2021).

De nombreuses études ont été réalisées sur les effets du cadmium sur les plantes,
s’intéressant a toutes les étapes d’un cycle de développement typique, depuis la germination
des graines a la production de la biomasse. Elles ont montré que cet élément, a certaines
concentrations, est inhibiteur de la germination, de la croissance et du développement des
plantes. A son tour, le chrome perturbe plusieurs processus métaboliques, se manifestant par
une réduction du pouvoir germinatif et retardant la croissance des racines et des parties
aériennes. L’influence de ces éléments ne dépend pas seulement du type d’élément
métallique testé, de la concentration appliquée, mais aussi de I’espece végétale sélectionnée
(Zulfigar et al. 2022 ; 2023).

L’espéce végetale sélectionnée dans cette etude est primordiale, au vu de ses capacités
intrinseques a limiter ou non la toxicité d’un élément métallique. Les stratégies de tolérance
développées par les métallophytes et/ou les espéces hyper accumulatrices offrent un
avantage certain, au moins dans la compréhension des mécanismes développés pour
neutraliser la toxicité de ces éléments. Les perspectives d’application pour résoudre les
problémes de la dépollution sont incitatives lorsqu’on utilise de tels especes pour y remédier.
La phytoremédiation apparait dans ce cas, comme une voie alternative, moins codteuse, plus

extensive et plus respectucuse des sols et de I’environnement (Shen et al. 2022).

Notre travail a été donc initié pour déterminer et comparer les effets inhibiteurs de deux
éléments métalliques, cadmium et chrome, sur la germination des graines du Marrubium
vulgare L., ainsi que sur les premiers stades de la croissance et de développement des jeunes

plantules, en vue d’entrevoir une perspective d’utilisation en phytoremédiation.

I s’agit d’une herbacée vivace appartenant a la famille des Lamiacées, largement répandue
dans les régions tempérées d’Afrique du Nord. Elle est connue et utilisée pour ses vertus
thérapeutiques, grace aux divers composés bioactifs qu’elle renferme dont des huiles
essentielles, de la marrubiine, des flavonoides et des esters de phénylethyl (Yabrir, 2019 ;
Acimovic et al. 2020).



Introduction

Pour realiser ce travail, deux éléments métalliques ont été utilises, le cadmium apporté sous
forme de [Cd(NO:s);] et le chrome apporté sous forme de [K2Cr207]. lls ont été utilisés aux
concentrations de [50, 100, 150 et 200 ppm] sur les graines de Marrubium vulgare L., mises
en germination en conditions controlées.

L’évolution au cours du temps des pourcentages de germination moyens cumulés, du
pouvoir germinatif obtenu au final (20°™ jour) et des temps moyens de germination ont été
considérés dans la présente étude. Durant cette vingtaine de jours, I’allongement de la
radicule qui émerge des graines germées a été également mesurée tous les quatre jours.

Au bout du 20°™ jour, des mesures biométriques ont été réalisées sur les parties radiculaires
et les axes hypocotylés, ainsi que leur statut hydrique qui a été calculé depuis les poids frais
et les poids secs obtenus. En paralléle, le contenu protéinique a été déterminé sur les
plantules récupérées au bout de ce 20°™ jour, selon la méthode de Bradford (1976).

Les plantules qui se sont développées 10 jours aprés la 1 mise & germination ont été
transplantées en pots. La capacité a émettre et développer un 1°" axe feuillé a été considérée
durant ce travail en réalisant des mesures hebdomadaires durant 6 semaines de temps.
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Syntheése Bibliographique

I1- Synthése bibliographique
I1-1- Marrubium vulgare L.

Marrubium vulgare L. ou marrube blanc est une espéce tres repandue dans le bassin
méditerranéen et utilisée pour ses vertus thérapeutiques (Lodhi et al. 2017 ; Ahvazi et al.
2018 ; Yabrir, 2019). Elle fait partie de la famille des Lamiacées, une famille composee
d’especes (environ 7000 pour 260 genres) aussi bien herbacées que ligneuses et dont ’aire
de répartition est assez vaste. Elle comprend de nombreuses espéces économiquement
importantes (thym, sarriette, serpolet, romarin, sauge, origan, menthe), a usages
condimentaires, alimentaires et/ou médicinales (Carovi¢-Stanko et al. 2016 ; Uritu et al.
2018 ; Michel et al. 2020 ; Selvi et al. 2022).

I1-1-1- Position systématique et étymologie

La classification hiérarchique du marrube blanc, commun ou vulgaire (Marrubium vulgare
L.) est ainsi (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

Le nom latin, Marrubium vulgare L., dérive des termes hébreux : mar, qui signifie “’amer’’,
et rob, qui signifie “’beaucoup’’. Le golit du marrube lui a donné I’adjectif vulgare, qui
signifie simple ou commun. En Egypte antique, il était nommé graine d’Horus (dieu
égyptien), ce surnom est d’ailleurs a I’origine de son nom anglais, white Horehound
(Aé¢imovié¢ et al. 2020). Le nom Marrubium pourrait aussi provenir de I’ancienne ville
Italienne “’Maria urbs . En Algérie, I’espéce est dénommée Marrioua ou encore Marriouth
notamment en Kabylie (Zidat, 2016).


http://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/107397/tab/taxo
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I1-1-2- Distribution et habitats

Marrubium vulgare possede une distribution assez vaste. On la rencontre dans presque toutes
les régions d’Europe, essentiellement au centre et au sud, en Afrique du nord et en Asie. Elle
a été introduite en Amérique du nord et du sud (Fig. 1). Il s’agit d’une espéce commune Sur
les bords de chemins, les prés secs et les terrains vagues. Son odeur de thym, la distingue
des autres plantes. Sa culture est universelle, puisque considérée comme source d’aréme

pour les aliments et utilisée pour des fins thérapeutiques (Lodhi et al. 2017).

Figure 1 : Aire de répartition de Marrubium vulgare L. En vert, son aire de répartition native
et en violet, son aire d’introduction.
Source : https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lIsid:ipni.org:names:449990-1

11-1-3- Description botanique

Marrubium vulgare L. est une plante herbacée vivace de 30-60 cm de hauteur, a 1’odeur
musquée. Ses tiges sont dressées, rameuses, quadrangulaires et densément tomenteuses (Fig.
2a).

Ses feuilles sont obovales, ridées, a bord crénelé et dentelé, vert jaunatre sur la face
supérieure et vert blanchatre sur la face inférieure (Fig. 2a).

Ses fleurs sont nombreuses, blanches, a corolle bilabiée disposées en faux verticilles. Le
calice a 10 dents crochues. Les fleurs possedent 4 étamines (Fig. 2b).

Ses fruits sont des tétrakénes (Fig. 2c). La capsule du fruit contient environ 3 a 4 graines.
Ces graines de 1 a 2,5 mm de long sont de forme ovoide, 1égérement aplaties dans leur
contour avec une surface rugueuse (Fig. 2d) (Quezel et Santa, 1963 ; Lodhi et al. 2017 ;
Nedjimi et al. 2020).


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:449990-1
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Figure 2 : Marrubium vulgare L. : (a) plante entiere et feuilles ; (b) fleurs; (c) fruit en
akene ; (d) graines (Nedjimi et al. 2020).

11-1-4- Ecologie

Selon Julve (2021), Marrubium vulgare L. colonise principalement les sols secs et bien
drainés et ne tolére pas les terrains gorgés d’eau ainsi que la salinité. C’est une espéce qui
préfere des sols a texture légere (limoneux-sableux), a pH légérement alcalin (7,5 < pH <
8,0), moyennement a fortement riches en nutriments (= 1250 pg N/I) et relativement pauvres
en matiéres organiques (milieu carbonate) (Fig. 3).

Il s’agit d’une plante héliophile, de pleine lumiére (perhéliophile 75 000 lux), poussant en
conditions d’humidité atmosphérique intermédiaire (40%), de température plutdt
euryméditerranéenne (T = 13°C) et de continentalité subocéanique (amplitude thermique =
19°C) (Fig. 3) (Julve, 2021).

Au niveau de la steppe Algérienne, il a été rapporté que Marrubium vulgare L. pousse
souvent aux cotés d’espeéces comme Peganum harmala, Artemisia campestris et Euphorbia
guyoniana (Nedjimi et al. 2020).
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Figure 3 : Optimum écologique de Marrubium vulgare L. par rapport aux caractéristiques
du sol et vis-a-vis du climat. Source : http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-40975-ecologie

11-1-5- Composition phytochimique

L’analyse de la composition phytochimique des extraits de Marrubium vulgare L. révéle la
présence des huiles essentielles, en traces (de 0,03 a 0,06%), dont des mono terpénes
(camphene, p-cymol, fenchéne, limonene, a-pinene, sabinéne et a-terpinoléne).

L’espéce produit également des dérivés mono terpéniques non-volatiles (acide marrubique
et un mono terpene glycoside dénommeé sacranoside A); des sesquiterpenes lactones
(vulgarine) ; des phytostérols (f-sitostérol) et des composes triterpenoides (lupéol et acide
oléanolique).

Marrubium vulgare L. accumule des di-terpénes de type labdane comme principaux
composants amers, et ce jusqu’a 3 mg/g de poids frais : la marrubiine est le représentant le
plus significatif (0,12 a 1%) suivi de son précurseur la pré-marrubiine (0,13 %), 12 (S)-
hydroxymarrubiine, 11-oxomarrubiine, etc. (Masoodi et al. 2015 ; Amri et al. 2017).


http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-40975-ecologie
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La marrubiine possede des caractéristiques essentielles (faible turnover, stabilité élevée et
faible catabolisme), qui sont autant d’atouts qui procurent des propriétés anti-nociceptives,
anti-oxydantes, anti-génotoxiques, cardio-protectrices, vaso-relaxantes, gastro-protectrices,
antispasmodiques, immuno-modulatrices,  anti-oedématogenes,  analgésiques et
antidiabétiques. En plus, la marrubiine est considérée comme un substrat potentiel pour des
composés actifs puissants, en particulier 1’acide marrubiinique et le marrubénol qui
possédent respectivement une activité anti-nociceptive et vaso-relaxante (Fig. 4) (Popoola
et al. 2013).

Figure 4 : Structure chimique de la marrubiine (a), de 1’acide marrubique (b) et du
marrubénol (c) issus des extraits de Marrubium vulgare L. (A¢imovi¢ et al. 2020).

La marrubiine et les métabolites di-terpénes apparentés s’accumulent principalement au
niveau des feuilles et des trichomes glandulaires. L’accumulation dépend du stade du
développement des plantes. Aucun composé n’est accumulé au cours des 4 a 5 premicres
semaines suivant la germination des graines. L’accumulation s’observe lorsque les feuilles
sont suffisamment différenciées et le nombre de trichomes est élevé (Fig. 5) (Haratym and
Weryszko-Chmielewska, 2017).

Figure 5: Caractérisation histochimique des différents types de trichomes glandulaires
retrouvés au niveau des feuilles de Marrubium vulgare L. (A), trichome pelté ; (B), trichome
capité de type | a une seule cellule glandulaire (gc) ; (C), trichome capité de type Il a deux
cellules glandulaires ; (D), trichome capité de type Il a quatre cellules glandulaires
(Haratym and Weryszko-Chmielewska, 2017).
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Marrubium vulgare L. est aussi source d’acides phénoliques (acides gallique, gentisique et
syringique), d’acides phénylpropanoides (acides cinnamique, cafféique, férulique, sinapique
et coumarique), d’esters phénylpropanoides (acides rosmarinique, chlorogénique) et de
glycosides phényléthanoides (acteoside, alyssoonoside, marruboside). La quantité de
dérivés totaux de I’acide cinnamique est estimée a 14,09 mg/100 mg de mati¢re seéche
(Boudjelal et al. 2012).

On trouve aussi des flavonoides, des composés azotes, des tanins et des mucilages, ainsi
qu’une fraction minérale, en particulier des sels de potassium (Lodhi et al. 2017 ; Yabrir,
2019 ; Acimovic et al. 2020 ; Hayat et al. 2020 ; Michel et al. 2020).

11-1-6- Applications

En produisant des composés bioactifs structurellement diversifiés (huiles essentielles,
marrubiine, flavonoides, esters de phénylethyl, etc.), Marrubium vulgare L. se révéle trés
bénéfique pour la santé.

Une décoction préparée a base de feuilles de Marrubium vulgare L. avec du miel est utilisée
pour traiter la toux, la bronchite, le rhume et les infections des voies respiratoires. L’herbe
est d’ailleurs utilisée pour préparer le célebre bonbon au marrube dénommé Ricola, qu’on

pourra ou non agrémenter d’une saveur réglisse.

En phytothérapie moderne, des médicaments a base de marrube sont utilisés comme
expectorants, dans le traitement symptomatique des affections dyspeptiques légéres comme
les ballonnements et les flatulences, ainsi que dans la perte temporaire d’appétit. Son
amertume stimule des récepteurs gustatifs, situés a la base de la langue, entrainant ainsi une

augmentation des sécrétions gastriques et biliaires qui redonnent 1’appétit.

En médecine traditionnelle, Marrubium vulgare L. est non seulement connue pour traiter les
problemes respiratoires, mais également utilisée pour traiter la jaunisse, les menstruations
douloureuses et comme laxatif. Ce sont aussi ses propriétés antiseptiques qui sont a relever,
en utilisation externe, pour soigner ulceres, plaies avec cedeémes, mycoses et autres affections
de la peau.

Ces derniéres années, de nombreux effets pharmacologiques des extraits de Marrubium
vulgare L. ont été étudiés. Possédant une tres bonne action antioxydante, le marrube blanc
s’avere tres utile dans les traitements du cancer, du diabéte et les maladies du foie. La plante
posséde des effets anti-inflammatoires et hémostatiques, ainsi que des propriétés anti
hypertensives, sédatives et antimicrobiennes (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

La vie individualisée d’une semence commence dés lors qu’elle se sépare de la plante mére
qui lui a donné naissance. Cette vie se termine par la germination, un processus qui
commence par I’absorption d’cau et se termine par 1’élongation de 1’axe embryonnaire et

I’émergence de la radicule a travers les structures qui entourent I’embryon (Hopkins, 2003).

11-2-1- Structure des graines

Les éléments constitutifs d’une graine sont I’embryon et le tégument. L’embryon résultant
de la prolifération du zygote représente 1’ébauche de la future plante et comprend un axe
embryonnaire, qui porte un ou plusieurs cotylédons. A I'une des extrémités de cet axe se
trouve la gemmule qui formera la tige feuillée. A 1’autre extrémité, la radicule produira les
racines (Fig. 6).

L’embryon est entouré d’un tissu nutritif, I’albumen, qui se développent tous deux en
parallele. Les graines dites albuminées contiennent a maturité un albumen plus ou moins
abondant, chargé de réserves. Dans certaines familles, I’embryon se développe plus vite que
I’albumen et finit par I’écraser : la graine mdre dite ex-albuminée ne contient plus qu’un
volumineux embryon renfermant les réserves nutritives, principalement dans leurs
cotylédons.

Le tégument offre des caractéres tres variés suivant les espéces : dur et imperméable ou alors
mince et trés permeéable, lisse ou verruqueux avec toute une gamme d’ornementations
intermédiaires (Goldberg et al. 1994 ; Hopkins, 2003).

Figure 6 : Représentation schématique des différentes étapes de I’embryogenése aboutissant
a la formation d’un embryon mature. Légende: CE, chalaze; SC, tégument; En,
endosperme ; SM, méristéme apicale caulinaire ; RM, méristeme apicale radiculaire ; MPE,
micropyle ; A, axe embryonnaire ; C, cotylédon ; S, suspenseur ; Pc, procambium ; Gm,
méristéme ; Pd, protoderme. Source : Goldberg et al. 1994.
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I1-2-2- Maturation des graines

Pendant la maturation de la graine, il y a sécrétion des protéines et des lipides dans le
cytoplasme et concentration d’amidon dans les plastes. Des sels minéraux, dont notamment

le phosphate, sont stockés sous forme complexée avec 1’acide phytique.

La maturation de la graine se termine par une déshydratation du cytoplasme. La teneur en
eau chutant progressivement, accompagnée d’un trés fort ralentissement de I’activité
physiologique. La graine en vie ralentie est néanmoins capable de tolérer la forte
dessiccation induite par cette déshydratation gréace a plusieurs mécanismes mis en place déja
lors du processus de maturation. On pourra citer ’intense synthése de 1’acide abscissique,
I’accumulation d’oligosaccharides, des osmo-protectants en particulier la proline, ainsi que
des protéines de réserve et des protéines dédiées a la tolérance de la dessiccation, dont les
HSP (protéines des chocs thermiques ou Heat Shock Proteins) et les protéines LEA (Late
Embryogenesis Abundant) (Morot-Gaudry et al. 2021).

11-2-3- Dormance

La dormance est un terme qui renvoie a une forme de vie ralentie. Elle correspond a la
période ou, dans le cycle de vie d’une graine, la croissance et le développement sont
temporairement arrétés. Cela réduit I’activité métabolique et aide donc 1’organisme a tolérer
cet état et réserver ainsi de 1’énergie (Hopkins, 2003 ; Baskin & Baskin, 2004 ; Morot-
Gaudry et al. 2021).

11-2-3-1- Définitions et caractéristiques

On parle communément de dormance, lorsque des graines placées en bonnes conditions de
germination, ne germent pas. Il en existe classiquement 2 types, I’inhibition tégumentaire et
la dormance embryonnaire.

Dans le premier type, les embryons dormants, une fois séparés de leurs téguments, germent
tres bien dans des conditions de germination ou les graines ne germent pas ; il s’agit dés lors
d’une action inhibitrice exercée par les enveloppes s€éminales, qui empéchent le passage de

I’eau ou de I’oxygene.

Dans le second type, méme isolés et débarrassés de la contrainte tégumentaire, les embryons
ne germent pas; il s’agit alors d’une incapacité des embryons a germer, qualifiée de
dormance embryonnaire (Lang et al. 1987 ; Hilhorst and Karssen, 1992 ; Mazliak, 1998 ;
Marouf and Raynaud, 2007 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

10
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11-2-3-2- Rdles des téguments de la graine

Les enveloppes séminales qui entourent I’embryon peuvent étre responsables de la
dormance, soit parce qu’elles sont imperméables a I’eau et/ou a I’oxygene, soit parce qu’elles
contiennent des substances inhibitrices de la germination, ou piégeant 1’oxygéne, soit par

leur résistance mécanique (Hopkins, 2003).

11-2-3-3- Contréle hormonal

La dormance embryonnaire se fait essentiellement sous contréle hormonal. L’acide
abscissique est inducteur de la dormance. Il s’accumule lors de I’embryogenése, plus
particuliérement lors de I’accumulation des réserves et de la tolérance de la dessiccation. En
contrepartie, I’acide gibbérellique est plutdt stimulateur de la germination. L’hormone est
impliquée dans I’expansion cellulaire, donc nécessaire a 1’allongement de la radicule. La
balance hormonale entre ABA et GA joue un rdle déterminant dans la mise en place et la
levée de la dormance (Fig. 7). L’augmentation du rapport ABA/GA ne permet aucune
germination des graines (Foley, 2001 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

Ambient environment

Dormancy Dormancy
induction () (J breaking A
2
. Perception
M
A
ABA synthesis GA synthesis
GA degradation ABA degradation
ABA sensitivity Integration
GA sensitivity
ABA signalling GA signalling
\ v
Dormant % Cycling J; Non-dormant -4 Germination 4
e Response
Seed sensitivity to - >
germination environment Ambient environment

-+
Overlap: Initiation of germination

Figure 7: Balance hormonale et effets antagonistes exercés sur la dormance et la
germination par 1’acide abscissique (ABA) et 1’acide gibbérellique (GA). Source : Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006.
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11-2-4- Germination des graines

Le processus de germination est 1’étape par laquelle la croissance embryonnaire apres la
phase de repos reprend. Ce processus ne se déclenche pas tant que la graine n’a pas été
transporté dans un environnement favorable. Ces conditions sont déterminantes : un substrat
suffisamment approvisionné en eau, une disponibilité suffisante en oxygene pour permettre
la respiration aérobie et une température appropriée pour divers processus métaboliques.

En outre, la germination de latence peut nécessiter certains stimuli environnementaux tels
que la lumiére ou de basses températures, ou un affaiblissement de 1’enveloppe séminale de
la graine (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

La germination se deroule en trois phases successives : la phase d’imbibition, la phase de
germination au sens strict et la phase de croissance ou post-germinative (Bewley, 1997 ;
Hopkins, 2003 ; Heller et al. 2004 ; Morot-Gaudry et al. 2021).

Phase | Phase Il Phase llI
e
Mobilization of stored reserves
Water uptake, metabolic activation within minutes after = > =
imbibition, Energy charge with increase in ATP, initiation of Elongation of cells in radicle

2 y ynthesis responsible for carbohydrates and lipids
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= Cell division and DNA synthesis
r
% Pre-replicative repair of DNA Reimbibition of primed seed
(]
Aé Respiration and 00000 ——— - - e S
5 protein synthesis Protein synthesis using new mRANs
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e —— Protein synthesis using extant mRANs o mmmmmm—l Dehydration
Repair of Mitochondria s dll  Variable period of Storage
o
—
o Leakage of solutes
Resumption of
Initiation of priming mitochondrial synthesis
Time

Figure 8 : Evolution de la quantité d’eau au cours des trois phases de la germination et les
principales activités métaboliques associées. Source : Mirmazloum et al. 2020.

- Phase d’imbibition : marquée par une rapide et intense absorption d’eau conduisant au
gonflement de la graine. Elle implique un mouvement d’eau dans le sens de potentiel

hydrique décroissant. L’hydratation de la graine permet une transition de phase des
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membranes cellulaires et conduit alors a une fuite de solutés et de petits métabolites hors de
la graine. En méme temps, il est observé une reprise de la respiration, les mitochondries
fonctionnelles fournissent suffisamment d’ATP et la synthese des protéines est rehaussée
apres traduction des ARNm, qui ont été stockés au préalable au cours du développement de
la graine. Parallelement, il est noté la mise en place de systémes de réparation des organites,
des membranes, de I’ADN et des protéines, qui ont été endommageés lors de la dessiccation,
du stockage ou de la réhydratation (Fig. 8).

- Phase de germination au sens strict : les graines ne s’imbibent plus durant cette phase
eau quasi stationnaire et de durée variable. Tous les mécanismes se déroulant lors la 1°
phase se poursuivent 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 I’entrée dans un programme de développement de la plantule (Fig. 8).

- Phase de croissance ou post-germinative : caractérisée a nouveau par une entrée d’eau.
C’est une phase qui commence par la percée de la radicule, qui s’engage dans une croissance
rapide par élongation et reprise des divisions cellulaires. L’activité respiratoire augmente
également ainsi que la teneur en eau, notamment lors de 1I’émergence des parties aériennes
de la jeune plantule. Tous ces événements sont liés a I’utilisation des réserves en premier

lieu, avant de passer a 1’autotrophie (Fig. 8).

11-2-4-2- Effets de I’équilibre hormonal et mobilisation des réserves

Durant les deux premiéres phases, les graines éliminent I’ABA sous la forme d’acide
phaséique, un métabolite inactif, et produisent davantage d’acide gibbérellique (Fig. 7). Le
rapport ABA/GA étant plus faible, permet aux graines de passer en phase de croissance avec
perte de la tolérance a la dessiccation. Il peut aussi favoriser la synthése d’enzymes de
dégradation des parois cellulaires, facilitant ainsi I’émergence de la radicule (Morot-
Gaudry et al. 2021).

Les réserves de la graine accumulées au niveau des cotylédons ou de 1’albumen, sont
massivement mobilisées pendant le déroulement de la germination. Leur dégradation est
source d’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).

13
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11-2-5- Développement de la pousse feuillée

L’axe caulinaire qui émerge s’allonge ; il fait suite a la racine germinale qui pousse en
dessous de I’hypocotyle. L’axe hypocotylé est une partie de I’axe caulinaire comprise entre
la racine et le point d’attache des cotylédons, issue du développement important de la tigelle
de I’embryon. Cet accroissement entraine le soulévement au-dessus du sol des cotylédons
(germination épigée). La partie au-dessus des cotylédons s’appelle 1’épicotyle. Chez les

espéces a germination hypogée, I’hypocotyle reste sous la terre et garde la méme longueur
(Fig. 9).

Epigeal Hypogeal
Epicotyl

Catyledon Epicotyl

Hypocotyl

Hypocotyl
= Cotyledon

Hypocotyl

Figure 9: Les deux types de germination des graines, épigée et hypogée. Source :
http://www.plantscience4u.com/2014/08/types-of-seed-germination-epigeal-and.html

L’allongement de 1’axe caulinaire résulte des divisions et du grandissement des cellules
produites par les cellules du méristéme apical caulinaire. La vitesse et I’ampleur de cet
allongement sont contrélés par les facteurs environnementaux, tels que la lumiére et la
température, ainsi que par les phytohormones. La taille définitive de la pousse feuillée est
déterminée par le taux et I’ampleur de I’allongement des entre-nceuds, qui sont les segments

compris entre les nceuds.

L’augmentation de 1’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 espéce et qui détermine la
disposition des feuilles, ou phyllotaxie, sur la tige adulte (Hopkins, 2003).

11-3- Eléments traces métalliques et phytoremédiation

Si certains éléments métalliques ou oligoéléments (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni, etc.) présents
en traces, sont essentiels pour le fonctionnement d’un organisme, une augmentation de leur
concentration peut entrainer des dommages. D’autres éléments sont neutres ou toxiques (Pb,
Hg, Cd), dont la présence est fortement exacerbée par les activités humaines dans
I’environnement (Adriano, 2001).
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11-3-1- EIéments traces métalliques
11-3-1-1- Définition

Le terme métaux lourds est employé pour regrouper des éléments possedant des propriétés
métalliques telles que la ductilité, la conductivité, la stabilité des cations et la spécificité des
ligands, ainsi qu’une densité supérieure a 5 g/cm?® (Raskin et al. 1994 ; Adriano, 2001). Le
terme éléments traces métalliques (ETM) est plus indiqué pour designer ces métaux, qui
regroupent le nickel (Ni), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le plomb (Pb), le mercure (Hg), le
cadmium (Cd) et le chrome (Cr), auxquels on rajoute des métalloides tels que 1’arsenic (As)
et le sélénium (Se), qui ne sont que des éléments traces et pas des métaux (Duffus, 2002).

11-3-1-2- Origine

Les ETM se trouvent naturellement dans les formations rocheuses et sont libérés lors de
processus d’altérations pour constituer le fond géochimique. Dans ce cadre, I’activité
volcanique, I’altération des continents et les incendies de foréts y contribuent fortement. Ils
peuvent aussi provenir des apports anthropiques liés notamment aux activités et pratiques
agricoles et aux émissions atmosphériques résultant de I’industrie extractive et métallurgique
(Fig. 10). A noter que les ETM provenant d’apports anthropiques sont présents sous des
formes chimiques assez réactives et entrainent en conséquence des risques Supérieurs a ceux
d’origine naturelle, qui sont le plus souvent immobilisés sous des formes relativement inertes
(Adriano, 2001).

11-3-1-3- Toxicité liée aux €léments traces metalliques

La contamination induite par les ETM est une préoccupation majeure, en raison des menaces
sur la santé des étres vivants et sur la qualité de I’environnement. Les ETM présents dans la
crodte terrestre au vu de leurs caractéristiques physico-chimiques, ne sont ni dégradés ni
détruits. 1ls sont bioaccumulables et peuvent pénétrer lentement les plantes, les animaux et
les humains par ’air, 1’eau et via la chaine alimentaire (Srivastava et al. 2017).

La consommation particulierement des cultures vivriéres poussant dans des sols contaminés
par les ETM est source de graves problemes touchant la santé humaine. Ils peuvent
provoquer des cancers, fragiliser les mécanismes immunologiques, induire des retards de
croissance. Les conséquences sur la biodiversité, la densité et I’activité de la faune et de la
flore sont aussi dramatiques (Fig. 10) (Rai et al. 2019).

Avec les changements climatiques, les contaminations induites par les ETM sur les systémes
sol-air-eau impactent les ressources vitales et nutritionnelles de toute une population
(Grison, 2022).
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Figure 10 : Sources majeures des éléments traces métalliques et leurs conséquences agro
écologiques (sols et plantes). Source : Srivastava et al. 2017.

11-3-2- Phytoremédiation

11-3-2-1- Définition

La phytoremédiation est une technologie qui exploite les plantes et les microorganismes de
la rhizosphere pour extraire, transformer ou stocker les substances polluantes présentes dans
les sols, les sédiments, les eaux souterraines et les eaux de surface (Susarla et al. 2002).

Bien qu’elle soit lente, cette technique est avantageuse au plan économique et respectueuse
de la microflore, un élément essentiel de la qualité des sols (Vassilev et al. 2004).

11-3-2-2- Procédes utilisés en phytoremédiation
La phytoremédiation repose sur différents procedés (Fig. 11) :

- Phytoextration : technique principalement utilisée pour extraire les ETM. Elle consiste
a exploiter la capacité de certains végétaux a extraire les polluants du sol et a les transporter
jusqu’aux parties aériennes, qu’on pourra ensuite récoltés et traités par incinération ou par

hydrométallurgie (Oyuela Leguizamo et al. 2017).
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- Rhizodégradation : technique qui consiste en une stimulation de la dégradation de
contaminants organiques par des microorganismes dans la rhizosphere. Dans ce contexte,
les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) peuvent étre dégradés par les
microorganismes stimulés par les exsudations racinaires (Gerhardt et al. 2009).

L Phytoextraction J

Légende:
® eTm
- EEP HAP
7 S §3° Microorganismes
B N2
o

L RhizodégradationJ % ® ‘ il | ||| | '

Figure 11 : Différentes techniques utilisées en phytoremédiation. Source : Wechtler (2020).

- Phytovolatilisation : technique qui consiste a extraire certains contaminants organiques
ou métalliques du sol et les libérer dans I’atmosphére via 1’évapotranspiration des parties
foliaires des plantes utilisées dans un tel procédé. Ce dernier présente peu d’intérét, puisque
la pollution du sol est simplement déplacée dans 1’atmospheére (Sterckeman et al. 2011).

- Phytostabilisation : technique utilisée pour empécher ou limiter la mobilité des
polluants. Les végétaux utilisés peuvent stabiliser ces polluants au niveau racinaire par
accumulation ou adsorption, ainsi que par précipitation notamment dans le cas des ETM
(Sterckeman et al. 2011).

11-3-2-3- Types de plantes adaptées a la phytoremédiation

Les métallophytes sont assez tolérantes aux métaux et sont utiles en phytostabilisation et
phytovolatilisation, mais beaucoup moins en phytoextraction en raison de la faible capacité
a accumuler les métaux au niveau des parties aériennes.
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Les plantes hyper accumulatrices sont en revanche douées d’une capacité d’accumuler et de
stocker des métaux, 10 a 500 fois dans leurs parties aériennes que les autres espéces végeétales
(Baker et al. 1997).

11-3-2-4- Limites de la phytoremédiation

Si la phytoremédiation permet d’améliorer la qualité globale d’un sol, sa biodiversité et sa
texture, elle est cependant assez lente dans la durée afin de la concrétiser. En effet,
I’efficacité d’une dépollution est dépendante des cycles de croissance d’un végétal, qui
lorsqu’il est annuel et lent ne permet pas de traiter un sol tres rapidement. Salt et al. (1995)
estiment que 1’utilisation de plantes hyper accumulatrices nécessiteraient 13 a 16 ans pour

dépolluer un site.

Il est important de savoir traiter convenablement la biomasse végétale générée lors de la
phytoremédiation, afin d’éviter le risque de contaminer un des intervenants impliqués au
sein d’une chaine alimentaire (Khan et al. 2004).

11-4- Application au cadmium / chrome

Le cadmium est un polluant largement répandu, classé au 7°™ rang parmi la vingtaine
d’éléments toxiques. Sa valence la plus courante dans 1’environnement est Cd?*, qui est
probablement la seule valence du Cd dans les systemes aqueux. Il exerce une influence
négative sur les systemes enzymatiques cellulaires (Das et al. 1997 ; Andresen and
Klpper, 2013 ; Genchi et al. 2020).

Le chrome forme exclusivement des liaisons de covalence et appartient a la famille des
métaux de transition. Dans I’environnement, il existe principalement sous deux formes
stables, le Cr trivalent et le Cr hexavalent. Ce dernier est plus toxique que toutes les autres
formes connues du Cr (Shanker et al. 2005 ; Singh et al. 2013 ; Shahid et al. 2017).

11-4-1- Cadmium
11-4-1-1- Effets sur la germination

La germination est un stade critique dans le cycle de vie et du développement d’une plante,
au cours duquel des transformations physiologiques, biochimiques et morphologiques
importantes se produisent. Il a été démontré que le Cd peut causer un retard dans la
germination induire des dommages membranaires, entraver la mobilisation des réserves
alimentaires en augmentant les ratios cotylédons/embryon des sucres solubles totaux, du
glucose, du fructose et des acides aminés (De la Rosa et al. 2004) (Fig. 12).
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Le transport de 1I’eau diminue de deux a quatre fois selon I’espece et la concentration du Cd,
laquelle diminution est due principalement a I’inhibition de la division et de 1’¢longation des
cellules du xyleme (Barceld et al. 1988 ; Marchiol et al. 1996).

Les effets inhibiteurs des fortes concentrations pourraient étre, en grande partie, expliqués
par une action inhibitrice des métaux lourds sur les enzymes chargees de la reprise de la vie
et sur 1’édification d’une nouvelle plante ; et/ou sur les activités hydrolytiques au cours de
la germination des graines (Chugh and Sawhney, 1999 ; Bansal et al. 2001).
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Figure 12 : Absorption, translocation, accumulation et effets inhibiteurs du cadmium sur la
croissance et le développement des plantes. Source : Haider et al. 2021.

11-4-1-2- Effets sur la croissance

Présent en concentrations élevées, les symptémes les plus communs que présente les plantes
cultivées en présence du Cd sont I’inhibition de la croissance, la diminution de la biomasse,
chloroses, nécroses, perturbation du flux d’cau et de la photosynthése, déficience en
phosphore et en azote (Cosio et al. 2005 ; Clemens, 2006 ; Haider et al. 2021) (Fig. 12).

L’effet toxique du Cd sur les plantes se manifeste par une réduction de la croissance des
parties aériennes et racinaires, affectant de ce fait la production de biomasse (Fig. 12).
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La réduction touchant les parties aériennes est accompagnée de changements anatomiques,
structuraux et ultra structuraux importants au niveau des feuilles, pendant que la réduction
de la croissance racinaire est causée par une inhibition des divisions cellulaires et de la
synthese de polysaccharides pariétaux (Punz and Sieghardt, 1993 ; Baryla et al. 2001).

La biomasse est réduite suite aux effets inhibiteurs du Cd sur I’activité de la nitrate réductase,
I’absorption et le transport des nitrates des racines vers les parties aériennes ainsi que sur les
chlorophylles et I’activité photosynthétique. Une diminution de la capacité photosynthétique
imposée par le Cd est expliqguée par la désorganisation structurelle qui touche les
chloroplastes ainsi que les chlorophylles et les caroténoides. D’autre part, la présence du Cd
interfére avec la biodisponibilité du Fe, un élément important pour la photosynthese (Popova
et al. 2012 ; Tran and Popova, 2013 ; Farooq et al. 2016).

Le Cd est inducteur de I’apparition de formes réactives de 1’oxygene menant a un stress
oxydant. Ces formes réactives sont potentiellement nuisibles aux fonctionnement des
organites, en endommageant notamment leurs structures (Benavides et al. 2005) (Fig. 12).

En clair, I’exposition des plantes aux fortes doses de Cd entraine une inhibition de la
croissance et une chlorose des feuilles, liées a un dysfonctionnement de 1’équilibre hydrique
(perturbation de I’ouverture des stomates et interférences avec le transport d’éléments
essentiels), de la machinerie photosynthétique et des enzymes du métabolisme. Ce sont les
racines, en contact direct avec la substance toxique, qui seront en premier touchées avant de
se propager aux autres parties de la plante (Baker and Walker, 1989 ; Das et al. 1997 ;
Clemens, 2006 ; Haider et al. 2021) (Fig. 12).

11-4-1-3- Réponses apportées a la phytotoxicité du cadmium

Contre le Cd, les stratégies développées par les plantes sont apportées d’abord au niveau
racinaire, ou I’immobilisation du Cd peut se faire par intervention des éléments de la paroi
cellulaire dont les mucilages et la callose. Dans les racines et les feuilles du haricot nain, les
ions Cd semblent étre principalement liés par les sites pectiques et les groupes hystidyl de la
paroi cellulaire (Wagner, 1993 ; Marchiol et al. 1996). Cependant, I’importance de ces
mécanismes est variable en fonction de la concentration du Cd, des especes utilisées et du
temps d’exposition (Sanita di Toppi and Gabrielli, 1999).

Autre stratégie est d’empécher le Cd d’atteindre le cytosol grace a I’intervention des canaux
et transporteurs membranaires. C’est un moyen efficace pour éviter la toxicité d’un élément
métallique. En effet, durant les premiéres phases de la germination des graines du radis par
exemple, le Cd semble emprunter des canaux a calcium membranaires pour atteindre les
espaces intracellulaires (Rivetta et al. 1997).
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Des proteines particuliéeres dénommeées phytochelatines, interviennent pour fixer le métal et
ainsi annuler sa toxicite. Ces proteines sont essentielles pour la tolérance des ETM,
particulierement pour ce qui est du Cd (Benavides et al. 2005).

11-4-1-4- Phytoremédiation appliquée au cadmium

Bien que le Cd ne soit pas un élément essentiel ou bénéfique pour les plantes, on le retrouve
en particulier au niveau des racines, mais aussi dans les parties foliaires (Assuncéo et al.
2003). Une concentration foliaire supérieure & 100 pg.g de poids sec (0,01%) est considérée
comme exceptionnelle et est référencée comme valeur seuil d’hyper accumulation pour le
Cd (Baker et al. 2000).

Des especes comme Euphorbia hirta, Ageratum conyzoides et Eleusine indica montrent des
potentialités certaines de phytoremédiation, puisqu’elles réduisent les niveaux du Cd dans
les sols, respectivement de 51,8% ; 52,2% et 58,8% (Lata et al. 2019). De méme, il a été
démontré que la phytoextraction du Cd par des extraits du colza réduit les niveaux du Cd
dans le sol de 60% par rapport au témoin (Kathal et al. 2016). A cet effet, le colza et le
tournesol sont préconisés pour la rhizofiltration du Cd (Li et al. 2018), tandis qu’en
phytostabilisation, les plantes peuvent immobiliser un polluant au niveau du sol, le rendre
moins toxique et minimiser ainsi sa translocation (Mahajan and Kaushal, 2018).

11-4-2- Chrome
11-4-2-1- Effets sur la germination

Le Cr inhibe la germination des espéces végétales a des concentrations élevées. La
phytotoxicité se traduit par une réduction de la germination, associée a une diminution de
’activité des amylases a et 3, essentielles a I’hydrolyse de I’amidon et a la mise a disposition
de embryon en développement de sucres solubles facilement assimilables. D’autre part,
I’activité de protéases augmente avec 1’¢élévation d’un traitement au Cr, ce qui contribue a la
réduction de la germination des graines traitées (Zeid, 2001 ; Amin et al. 2019) (Tab. 1).

11-4-2-2- Effets sur la croissance

La diminution de la croissance racinaire en présence du Cr a été rapportée chez de
nombreuses especes (Shanker et al. 2005). Elle serait due a I’inhibition des divisions
cellulaires, de 1’élongation racinaire ou a I’allongement du cycle cellulaire. En présence de
concentrations élevées en Cr dans le milieu de croissance d’une plante, le contact direct
racines — Cr, provoque une incapacité manifeste a absorber de 1’eau, ce qui explique la
réduction de la croissance de ces racines (Barcel6 et al. 1986) (Tab. 1).
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Les effets adverses du Cr se répercutent négativement sur la hauteur de la partie aérienne et
la croissance des pousses (Samantaray et al. 1998). Ces réductions sont principalement
dues a I’inhibition de la croissance des racines et a la diminution conséquente du transport
des nutriments et de 1’eau vers les parties supérieures de la plante. De plus, la translocation
du Cr vers les parties aériennes impacte directement le métabolisme cellulaire des pousses,
contribuant ainsi a la réduction de la hauteur de ces plantes (Shanker et al. 2005) (Tab. 1).

La croissance des feuilles, le développement de leur surface et le nombre total de feuilles
sont affectées par I’utilisation du chrome notamment en concentrations élevées. Il a été
observé dans ce cas des chloroses qui se transforment en nécroses (Jain et al. 2000), ainsi
que des bralures aux extremités ou a la marge des feuilles (Singh, 2001) (Tab. 1).

Tableau 1 : Principaux effets du chrome sur la croissance et le développement des plantes
et ses incidences sur la production au final de la biomasse (Shanker et al. 2005).

Processus Quelques exemples Effets
Germination  Echinochloa colona, haricot Réduction du  pourcentage de
nain, luzerne, haricot germination et  réduction  du
mungo, canne a sucre débourrement des bourgeons
Croissance Salix viminalis, Caesalpinia Diminution de la longueur des racines
racinaire pulcherrima, haricot mungo, et du poids sec, augmentation du
riz, sorgho diamétre des racines et des poils

absorbants, variations proportionnelles
des assises de tissus du cortex et de la
stéle

Croissance de  Avoine, Curcuma sativa, Réduction de la hauteur des plantes
I’axe aérien Lactuca sativa, Panicum
miliaceum, Sinapsis alba

Croissance Albizia lebbek, Acacia Réduction du nombre de feuilles, de la

foliaire holocerica, Leucaena surface foliaire et de la biomasse.
luecocephala, riz, haricot Feuilles trifoliées plus touchées que la
nain feuille primaire chez les légumineuses,

brilures aux extrémités des feuilles,
effet négatif sur la mésostructure des
feuilles

Rendementet Portaluca oleracea, chou- Jusqu’a 50% de réduction du

production de fleur, chou, radis, haricot rendement, réduction du nombre de

matiére seche  nain, mais, éleusine, féeves fleurs par plante, réduction du poids
des grains, augmentation de la
déformation des grains, reduction du
poids des gousses.
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Toutes ces constatations se rapportant aux effets néfastes du Cr sur la croissance et le
développement sont en lien avec les perturbations touchant les principaux processus
physiologiques, ainsi résumés dans le tableau suivant (Tab. 2).

Tableau 2: Effets toxiques du chrome sur les processus physiologiques des plantes
(Shanker et al. 2005).

Processus Plante Effets

Photosynthése  BIé, pois, riz, mais, haricot, Inhibition du transport d’électrons,
tournesol inactivation des enzymes du cycle de
Calvin, réduction de la fixation du COs,

désorganisation des chloroplastes

Relations Haricot nain, tournesol, Diminution du potentiel hydrique,
hydriques haricot mungo augmentation du taux de la
transpiration, réduction de la résistance
a la diffusion, flétrissement, réduction
du diamétre des vaisseaux / trachéides

Nutrition Soja, tomate, haricot nain, Absorption affectée de N, P, K, Fe, Mg,

minérale tournesol, mais Mn, Mo, Zn, Cu, Ca et B
Enzymes et Nymphaea alba et plusieurs Inhibition des enzymes assimilatrices,
autres autres especes céréaliéres et augmentation de 1’activité des enzymes
COMpPOsés légumieres de piégeage des ROS, modification du

pool du glutathion, pas de production
de phytochélatines

11-4-2-3- Réponses apportées a la phytotoxicité du chrome et phytoremédiation

La nutrition minérale altérée en présence du Cr peut étre surmontée par des approches
utilisant des inoculations mycorhiziennes aux effets protecteurs contre la nocivité du Cr
(Khan, 2001). Davies et al. (2002) améliorent d’ailleurs le contenu minéral des tissus, ainsi
que la croissance et les échanges gazeux apres avoir utilisé des champignons mycorhiziens
arbusculaires vésiculaires dans le milieu de culture de plantes contenant du Cr.

Rajouter du glutathion pour son action anti oxydante, des acides aminés libres au pouvoir de
chélation des métaux, ainsi que du sulfate et du fer peuvent s’avérer tres utiles pour contrer
la toxicité du Cr chez les plantes cultivées (Rauser, 1999).

Réellement peu de travaux se sont intéressés aux mesures d’amélioration des plantes
cultivées vis-a-vis de la toxicité du Cr. La plupart des travaux se sont plutét focalisés sur la
phyto accumulation du Cr en vue d’une éventuelle utilisation en phytoremédiation (Shanker
et al. 2005).
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Seulement, comme le Cr est faiblement transporté vers les parties aériennes, étant retenu
principalement au niveau racinaire; les perspectives d’utilisation des plantes en
phytoremediation en sites contaminés par le Cr seraient faibles. Néanmoins, les usages
pourraient présenter un intérét principal dans la stabilisation et la surveillance d’un site
pollué (Shanker et al. 2005).

Les nouvelles approches de recherche se concentrent dés lors sur les moyens les plus
efficaces pour assurer d’abord la translocation du Cr, avant son éventuelle phytoremédiation.
A cet effet, il a été rapporté que les mycorhizes et les acides organiques (citrique et oxalique)
jouent un réle important en phytoremédiation des sols contaminés au Cr en améliorant
I’absorption du Cr et en augmentant sa translocation vers les parties aériennes (Davies et al.
2001 ; Shanker et al. 2005) (Fig. 13).
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Figure 13 : Les acides organiques libérés des amendements et les interactions microbiennes
favorisent la phytoextraction du Cr(V1) puisé du sol. Source : Das et al. 2021.

24



MATERIEL & METHODES



Matériel & méthodes

I11- Matériel & Méthodes
111-1- Matériel

Ce travail consiste a déterminer les effets du cadmium [Cd(NO3)2] et du chrome [K2Cr207]
sur la germination des graines et les premiers stades de la croissance et de développement
des plantules d’une espéce appartenant a la famille des Lamiaceae, Marrubium vulgare L.

Le travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche en écologie et

environnement de I’université de Bejaia.

111-1-1- Matériel végetal

I11-1-1-1- Origine des graines

La récolte des akénes de Marrubium vulgare L. s’est déroulée durant le mois de juillet de
I’année 2022 depuis des plantes poussant dans la région de Ben Badis, située dans la wilaya
de Sidi Bel Abbes (région du nord-ouest de I’ Algérie ; 34° 57° 6°° N ; 0° 54’ 50°” O ; altitude
708 m) (Fig. 14).

La Wilaya de Sidi Bel Abbes

Figure 14 : Carte Google positionnant le lieu de récolte des fruits de Marrubium vulgare L.
Carte préparée par Dadach M. (2023).
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I11-1-1-2- Traitement des graines

Les graines minutieusement récupérées de leurs akenes, sont desinfectées par un passage
dans une solution d’eau de javel (5%, v/v) durant 10 mn. Les graines sont ensuite
débarrassées de leur solution désinfectante par ringcage dans six bains successifs d’eau
distillée. Récupérées a 1’aide d’une passoire, elles sont mises a sécher a température
ambiante sur du papier absorbant (Fig. 15).

Figure 15 : Désinfection de surface des graines de Marrubium vulgare L. par une solution
d’eau de javel a 5% (v/v) (photo de gauche), suivi d’un ringage puis séchage sur du papier
absorbant (photo de droite).

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

Les graines de Marrubium vulgare L. sont mises a germer dans des boites de pétri circulaires
(9 cm de diamétre), tapissées de papier absorbant. Les graines au nombre de 25 sont déposées
dans chacune de ces boites réparties en 3 lots différents :

- Un premier lot considéré comme lot témoin, ou chacune des boites préparées (3 au
total) est humidifiée par 7 ml d’eau distillée ;

- Un second lot considéré comme lot traité au Cd, ou I’on dépose dans chacune des
boites préparées 7 ml d’une concentration connue de Cd(NOgz)2 (3 boites /
concentration x 4 concentrations différentes de [50, 100, 150 et 200 ppm]) ;

- Un troisieme lot considéré comme lot traité au Cr, ou I’on dépose dans chacune des
boites préparées 7 ml d’une concentration connue de KoCr.O7 (3 boites /
concentration x 4 concentrations différentes de [50, 100, 150 et 200 ppm]).

Chacune des boites est recouverte de son couvercle, puis scellée par du parafilm pour éviter
toute évaporation d’eau ou de la solution de traitement durant les 20 jours de la durée des
expéerimentations.
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Ces boites sont entreposées dans une étuve a 1’obscurité préalablement réglée a une
température de 22°C.

Chaque jour (aux 4 premiers jours), porté a chaque 2 jours par la suite, les graines de
Marrubium vulgare L. qui germent sont repérées et dénombrées. Le critere adopté est celui
de la percée de la radicule, a longueur minimale de 2 mm (Evenari, 1957).

Il'y a lieu de noter que durant ces 20 jours de suivi de la germination, les longueurs des
racines ont été mesurées régulierement tous les quatre jours.

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

Au bout du 20°™ jour du suivi de la germination, les plantules qui se sont développées ont
été récupérées, débarrassées de leurs téguments et réservées (Fig. 16) pour : (a) mesurer
séparément les longueurs des racines et des hypocotyles, (b) déterminer la teneur en eau et
(c) doser les protéines des plantules en entier.

Figure 16 : Plantules de Marrubium vulgare L. de 20 jours, qui se sont développées a I’issue
de la germination des graines et qui vont servir aux différentes expérimentations. C’est
uniquement le lot des plantules témoins qui a été représenté dans cette figure.

111-1-1-5- Tests d’acclimatation

En paralléle, des plantules de 10 jours depuis la 1 mise a germination des différents lots
de graines ont été transférées en pots en plastique a raison de 4 plantules par pot (Fig. 17).
Ces pots contenant un mélange de terre naturelle et sable (v/v; 2/1) sont régulierement
arrosés et laissés durant 6 semaines aux conditions de température et de luminosité de
laboratoire. a noter que le test a été réalisé durant la période de 28 février au 11 avril.
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Les premiers axes feuillés qui se sont développés ont éte hebdomadairement mesures et leur
teneur en eau a été déterminée a ’issue de la 6°™ semaine depuis leur 1% repiquage en pots.

Figure 17 : Plantules de Marrubium vulgare L. de 10 jours de différents lots, repiquées en
pots en plastique pour suivre le développement des lers axes feuillés.

111-1-2- Préparation des solutions métalliques
I11-1-2-1- Solution de Cd(NO3)2

Le nitrate de cadmium est un composé inorganique, cristallin et incolore (Fig. 18). Il a été
utilisé dans notre travail pour imposer aux graines de Marrubium vulgare L., un stress
métallique sous sa forme Cd(NOs)2 8/3 H>O (Panreak), en solution aux concentrations de
[50, 100, 150 et 200 ppm].

Formule moléculaire brute : CdN20¢
Nom : Nitrate de cadmium

Masse molaire : 236,43 g/mol
Masse volumique : 3,6 g/cm3

Point d’ébullition : 131,9 °C

Etat physique : solide en cristaux blanc

Figure 18 : Présentation des cristaux de nitrate de cadmium tétrahydraté et ses quelques
caractéristiques physico-chimiques. Source : http://reptox.cnesst.gouv.gc.ca
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111-1-2-2- Solution de K2Cr207

Le dichromate de potassium est un solide ionique de couleur rouge (Fig. 19). Dans I’eau, il
se dissocie en ions dichromate et en ions potassium. Il a été utilisé dans notre travail pour
imposer aux graines de Marrubium vulgare L., un stress métallique sous sa forme K2Cr.O7
(Biochem ChemoPharma), en solution aux concentrations de [50, 100, 150 et 200 ppm].

Formule moléculaire brute : K,Cr207
Nom IUPAC : Potassium dichromate (VI)
Masse molaire : 294,18 g/mol

Masse volumique : 2,68 g/cm?

Point d’ébullition : 500,0 °C

Etat physique : solide en cristaux rouge

Figure 19: Présentation des cristaux de dichromate de potassium et ses quelques
caractéristiques physico-chimiques. Source : http://reptox.cnesst.gouv.qc.ca

111-2- Méthodes
111-2-1- Méthodes appliquées a la germination
111-2-1-1- Pourcentages cumulés de germination

Les graines germées sont dénombreées tous les jours (pendant les 4 premiers jours), puis tous
les 2 jours jusqu’au 20°™ jour de la durée des expérimentations. Les pourcentages cumulés
moyens de germination sont exprimes selon la relation suivante :

) Nombre cumulé de graines germées au jour j
% cumulés = - - - x 100
Nombre total de graines mises a germer

I11-2-1-2- Pourcentages finaux de germination

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

] o Nombre total de graines germées
% finaux de germination = - - - x 100
Nombre total de graines mises a germer

29


http://reptox.cnesst.gouv.qc.ca/

Matériel & méthodes

111-2-1-3- Temps moyens de germination

C’est un mode d’expression de la vitesse de germination d’une population de semences
mises a germer dans des conditions controlées. Le temps moyen de germination est
déterminé d’apres la formule suivante (Redondo-Gdémez et al. 2007) :

Temps moyen de germination (jours) = ). (Ni x 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 germees.

I11-2-2- Mesures biométriques

Les parties racinaires en développement ont été mesurées depuis la germination des graines
jusqu’au 20°™ jour, marquant I’arrét du suivi de la germination. Ces mesures ont été

réalisées tous les 4 jours par le biais d’un papier millimétré.

Au méme titre que pour les parties racinaires, du papier millimétré a été également utilisé
pour mesurer la longueur des axes hypocotylés qui se sont développés au 20°™ jour,

marquant 1’arrét du suivi de la germination.

Le développement des premiers axes feuillés sur les plantules repiquées en pots dés le 10°™
jour de la germination, a fait également I’objet de mesures. Ces mesures réalisées par du
papier millimétré a été fait chaque semaine depuis la semaine correspondant au transfert des

plantules en pots jusqu’au bout de la 6°™ semaine marquant I’arrét des expérimentations.

I11-2-3- Teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée au 20°™ jour de I’arrét de suivi de la germination, depuis
les pesées des poids frais et secs réalisées sur les plantules entiéres qui en sont issues. Cette
teneur en eau a été calculée ainsi :

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 eté déterminé de la méme fagcon apres 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 I’issue des 6 semaines d’acclimatation des plantes.
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I11-2-4- Extraction et dosage des protéines
111-2-4-1- Principe

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

La forme anionique (liée) du colorant est bleue, et posséde un spectre d’absorption maximal
estimé a 595 nm. Les formes cationiques (libres) du colorant sont rouges et vertes, absorbant
a 465-470 nm. Le changement d’absorbance est proportionnel a la quantité de colorant lié,
indiquant par conséquent la concentration en protéines dans 1’échantillon (Weckbecker and
Cory, 1988).

111-2-4-2- Extraction

Environ 20 mg de plantules récupérées au 20°™ jour, sont broyés a froid, dans 2 mL de
tampon Tris-HCI pH 8,1. Le broyat est centrifugé a 1300 tr/mn pendant 10 mn. Le
surnageant renferme les protéines solubles.

111-2-4-3- Dosage

A 500 pL d’extrait protéique, sont ajoutés 3 mL de réactif de Bradford. L’ensemble est
homogénéisé au vortex et aprés une nuit d’incubation a I’obscurité, la lecture des densités
optiques se fait au spectrophotometre (SPECORD 210) a une longueur d’onde de 595 nm.
L’étalonnage du spectrophotomeétre est réalisé par un blanc constitué de 500 pL d’eau
distillée et 3 mL de reactif de Bradford.

111-2-4-4- Courbe étalon

La courbe étalon est réalisée a partir d’une solution mére de sérum albumine bovine (BSA)
a 1 mg/mL. Les dilutions préparées sont de 50, 100, 150 et 200 pug/mL (Fig. 20).

La courbe étalon tracée servira a déterminer la quantité de protéines solubles dans 1’extrait
végétal testé. La quantité en protéines représente la moyenne de 3 essais différents pour
chacun des lots et pour chacune des concentrations appliquées et sera exprimée en mg/100
mg de poids sec.
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Figure 20 : Courbe étalon réalisée a 1’aide d’une solution mére de BSA (sérum albumine
bovine) de 1 mg/mL (densité optique lue a A = 595 nm).
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Résultats & discussion

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 Cd(NOs)2

La figure 21 ci-dessous représente les % cumulés moyens de germination des graines de
Marrubium vulgare L. traitées par différentes concentrations en cadmium [50, 100, 150 et
200 ppm] en fonction du temps. Cette illustration rend compte de la cinétique de germination
adoptée par ces graines vis-a-vis des graines témoins non traitées [0 ppm].
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Figure 21 : Evolution des % cumulés moyens de germination des graines de Marrubium
vulgare L. témoins [0 ppm] et traitées par différentes concentrations en Cd(NO3)2 [50, 100,
150 et 200 ppm] en fonction du temps.

Les courbes de germination représentées présentent toutes une allure sigmoide. La
germination est initiée tres rapidement dés le second jour pour les graines témoins [0 ppm]
et les graines traitées par les concentrations en Cd de [50 et 100 ppm]. Les deux autres
concentrations de [150 et 200 ppm] retardent légérement la percée de la radicule au 3°™ jour

de la germination. Au-dela, une phase exponentielle ou la germination s’accélére est
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observée entre le 4°™ et le 6°™ jour et ce pour I’ensemble des lots de graines témoins et
traités. Le maximum de la germination est atteint donc au 6™ jour et n’évolue plus le reste
du temps. Ce maximum de germination culmine autour de 96% et plus (Fig. 21).

IVV-1-1-2- Pourcentages cumulés de germination des graines traitées au K2Cr207

Le suivi de la cinétique de la germination représentée par les % cumulés moyens de
germination au sein des graines de Marrubium vulgare L. traitées par différentes
concentrations en chrome [50, 100, 150 et 200 ppm] ne différe pas de celle des graines
témoins non traitées [0 ppm] (Fig. 22).
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Figure 22 : Evolution des % cumulés moyens de germination des graines de Marrubium
vulgare L. témoins [0 ppm] et traitées par différentes concentrations en K2Cr.O7 [50, 100,
150 et 200 ppm] en fonction du temps.

La germination pour I’ensemble des lots commence au second jour, puis s’accélere entre le
3°™e et le 4°™ jour. C’est entre le 4°™ et le 6°™ jour du suivi de la germination que nous
observons des différences de % de germination entre les différents lots, particulierement
pour les lots traités par les concentrations de [100, 150 et 200 ppm] en chrome (Fig. 22).
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Ces différences s’estompent néanmoins au 6™ jour, ol les % cumulés moyens de
germination des différents lots se rejoignent en tenant compte des écarts types calculés. Ainsi
et au méme titre que pour le cadmium, le maximum des graines qui germent lorsqu’on traite
les graines au chrome, est atteint au 6°™ jour et ne change plus pendant la durée restante du
suivi de la germination. Ce maximum de germination est moyennement de 97,60 £ 1,7%
(Fig. 22).

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

La figure 23 représente les % cumulés moyens de germination comptabilisés 20 jours apres
la 1% mise & germination des graines témoins et traitées par les différentes concentrations
en cadmium.
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Figure 23 : Effets des différentes concentrations en Cd(NO3). [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les % cumulés moyens finaux de germination des graines de Marrubium vulgare L.
comparativement aux graines témoins [0 ppm]. Ces données sont enregistrées au 20°™ jour
apreés la 1% mise & germination des graines.

La capacité germinative atteinte au final par les graines non traitées par le cadmium [0 ppm]
est de 98,67 + 2,31%. Celle des graines traitées par les différentes concentrations en
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cadmium [50, 100, 150 et 200 ppm] tourne autour du méme pourcentage que celui des
graines témoins, indiquant que I’agent stressant utilisé dans ces expérimentations n’a pas
empéché la percée de la radicule des graines du Marrubium vulgare L (Fig. 23).

IV-1-1-4- Pourcentages finaux de germination des graines traitées au K2Cr207

En utilisant le chrome aux concentrations de [50 et 100 ppm] dans le milieu de germination
des graines de Marrubium vulgare L., on obtient au 20°™ jour du suivi de la germination,
des % cumulés moyens de germination équivalents a ceux obtenus chez les graines témoins
(98,67 + 2,31%) (Fig. 24).
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Figure 24 : Effets des differentes concentrations en K.Cr,07 [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les % cumulés moyens finaux de germination des graines de Marrubium vulgare L.
comparativement aux graines témoins [0 ppm]. Ces données sont enregistrées au 20°™ jour
aprés la 1% mise a germination des graines.

Par ailleurs, on n’observe pas de différence dans le % cumulé moyen obtenu au final (97,33
+ 4,62%) lorsqu’on porte la concentration du chrome a [150 ppm]. La différence est par
contre observee pour le lot traité avec la concentration la plus forte en chrome [200 ppm],
ou la capacité germinative atteinte au final diminue a 94,67 + 2,31% (Fig. 24).
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IV-1-1-5- Temps moyens de germination des graines traitées au Cd(NO3)2

La germination des graines témoins de Marrubium vulgare L. nécessite un temps moyen de
germination de 4,15 + 0,08 jours. Ce temps reste sensiblement le méme pour les 2 traitements
en cadmium de [50 et 100 ppm] (Fig. 25).

6 - Cadmium

0 50 100 150 200

Concentrations (en ppm)

N w B ol
1 1 1 1

Temps moyens de germination (en jours)
(BN
1

o

Figure 25 : Effets des différentes concentrations en Cd(NO3). [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L. comparativement
aux graines temoins [0 ppm].

En revanche, il s’allonge pour les 2 traitements en cadmium de [150 et 200 ppm], ou nous
enregistrons respectivement des temps moyens de germination de 5,11 + 0,23 et 5,57 £ 0,09
jours (Fig. 25).

IV-1-1-6- Temps moyens de germination des graines traitées au K2Cr207

Si le temps moyen de germination des graines témoins de Marrubium vulgare L. est de 4,15
+ 0,08 jours, il passe a 4,44 + 0,42 jours pour une application en chrome de [50 ppm] ; a 4,63
+ 0,53 jours pour une application de [100 ppm] et a 4,88 + 0,23 jours pour une application
de [150 ppm] (Fig. 26).
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Figure 26 : Effets des différentes concentrations en K>Cr.O7 [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L. comparativement
aux graines temoins [0 ppm].

Une application en chrome de [200 ppm] fait en revanche, revenir le temps moyen de
germination des graines ainsi traitées a 4,63 £ 0,17 jours (Fig. 26).

IVV-1-1-7- Effets sur la germination des traitements au cadmium vs chrome

La cinétique de la germination des graines de Marrubium vulgare L. a été suivie durant 20
jours. L’allure générale des courbes est sigmoide (Fig. 21 et 22), assez rapide du second au
sixiéme jour, suivie d’un plateau qui s’étale jusqu’a la fin des observations. Ce plateau rend
compte du maximum de graines qui germent, qui n’évolue plus a partir du jour 6. Ces
observations s’appliquent aux 2 traitements appliqués, qu’il soit par le Cd (Fig. 21) ou par
le Cr (Fig. 22), et ne s’écartent pas vis-a-Vis de ce qui a été rapporté pour le lot des témoins
(Fig. 21 et 22).

Pour déclencher la germination des graines, un temps de latence a été nécessaire ; il est de 2

a 3 jours pour I’ensemble des lots témoins et traités.
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Le seul point o des différences sont observées se situe au 4°™ jour, beaucoup plus dans le
cas du traitement au Cd que dans le traitement au Cr. En effet et pour le Cd, le nombre de
graines germant au 4°™ jour est le méme pour les concentrations de [50 ppm] et [100 ppm],
assez supeérieur a celui des graines traitées a [150 ppm] et encore plus élevé lorsque le
traitement est porté a [200 ppm] (Fig. 21 & Tab. 3).

Avec le traitement au Cr et en tenant compte des écart-types enregistrés, peu de différences
sont constatées entre les différents lots, toutefois le % cumulé moyen de germination atteint
pour la concentration de [200 ppm] est 3 fois plus élevé que celui du traitement équivalent
en Cd (Fig. 22 & Tab. 3) :

Tableau 3: Pourcentages cumulés moyens enregistrés au 4°™ jour du suivi de la
germination des graines de Marrubium vulgare L. témoins et traitées par différentes
concentrations croissantes en Cd et Cr.

% cumulés moyens de germination enregistrés au 4™ jour

Témoins [50 ppm] [100 ppm] [150 ppm] [200 ppm]
Cd(NO3)2 84,0048,0 86,6618,3 46,66+10,0 20,0044,0
82,67+2,3
K>Cr>07 80,0048,0 72,00+10,5 56,00+10,5 61,3346,1
Rapport 1 1,05 1,20 0,83 0,32

La capacité germinative des graines de Marrubium vulgare L. n’a pas été entravée ni par le
traitement au Cd (Fig. 23 & Tab. 4), ni par le traitement au Cr (Fig. 24 & Tab. 4), puisque
les % cumulés moyens obtenus au bout du 20°™ jour du suivi de la germination culmine
autour de 97%. Le rapport Cd/Cr est voisin de 1 et ne change pas lorsqu’on augmente la

concentration de 1’agent traitant (Tab. 4).

Tableau 4 : 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 Cd et Cr.

% cumulés moyens de germination enregistrés au 20°™ jour

Témoins [50 ppm] [100 ppm] [150 ppm] [200 ppm]
Cd(NO3); 100,0+0,0 97,33%+2,3 96,00£6,9 97,33%+2,3
98,67+2,3
K>Cr,07 98,67+2,3 98,67+2,3 97,3314,6 94,67%2,3
Rapport 1 1,01 0,98 0,98 1,02
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Considérant le temps moyen mis par les graines de Marrubium vulgare L. pour germer,
I’analyse du rapport Cd/Cr indique le méme temps pour les concentrations de [50, 100 et
150 ppm], étant donné qu’il est sensiblement égal a 1. Ce temps moyen augmente pour la
concentration la plus élevée, de [200 ppm], traduisant un effet plus retardant du Cd que du
Cr (Tab. 5).

Tableau 5 : Temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L. témoins
et traitées par différentes concentrations croissantes en Cd et Cr.

Temps moyens de germination (en jours)

Témoins [50 ppm] [100 ppm] [150 ppm] [200 ppm]
Cd(NO3)2 4,14+0,24 4,33+0,44 5,11+0,23 5,57+0,09
4,15+0,08
K2Cr207 4,44+0,42 4,63+0,53 4,88+0,23 4,63+0,17
Rapport 1 0,93 0,93 1,04 1,20

IV-1-2- Cinétique de la longueur racinaire au cours de la germination

Au cours des 20 premiers jours du suivi de la germination, les longueurs racinaires en
développement ont été mesurées au cours du temps, et ce pour les témoins, les traités au Cd
etau Cr.

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

La figure 27 représente la cinétique de 1’évolution des longueurs racinaires pour les plantules
témoins et les plantules dont les graines ont été traitées par les différentes concentrations en
cadmium [50, 100, 150 et 200 ppm].

La longueur racinaire des plantules témoins [0 ppm] progresse au cours du temps. Cette
progression se décline en une phase assez rapide qui va du 4°™ au 12 jour ou la longueur
racinaire moyenne évolue de 3,06 £ 0,4 a 36,06 + 2,8 mm. Par contre, au cours de la phase
qui dure du 12°™ au 20°™ jour, la progression de cette longueur est amortie de moitié,
n’évoluant que de 36,06 + 2,8 a 52,96 + 2,5 mm (Fig. 27).

Les longueurs racinaires des plantules dont les graines ont été préalablement traitées par le
cadmium n’évoluent que peu lorsque le traitement est de [50 ou 100 ppm]. La longueur
maximum atteinte est de seulement 15,08 = 2,0 mm pour le premier traitement et de 9,03 +
1,1 mm pour le second traitement (Fig. 27).
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Les traitements les plus forts de [150 et 200 ppm] ne permettent aucune évolution notable
des longueurs racinaires puisque les mesures enregistrées sont respectivement de 2,85 £ 0,2
mm et 2,31 + 0,1 mm juste au-dessus des valeurs de 2 mm qui nous permettent de
comptabiliser la graine comme étant germée (Fig. 27).

A noter que les racines apparues brunissent sensiblement indiquant que 1’agent traitant
affecte la croissance de ces racines.
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Figure 27 : 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 Cd(NOs3). [50, 100, 150 et 200 ppm] en fonction du temps.

IV-1-2-2- Longueur racinaire des traités au K2Cr207

Si la longueur racinaire des plantules témoins [0 ppm] augmente du 4°™ au 20°™ jour pour
atteindre une longueur moyenne de 52,96 + 2,5 mm, celle des plantules traitées par le chrome
est affectée par les différentes concentrations [50, 100, 150 et 200 ppm] préalablement
appliquées aux graines de Marrubium vulgare L. au cours de leur germination (Fig. 28).

Ainsi, la longueur racinaire des plantules issues d’un traitement au chrome de [50 ppm] ne
progresse au cours du temps que de moitié par rapport a ce qui a été mesureé chez les plantules
témoins. Ainsi et au bout du 20°™ jour, cette longueur racinaire mesurée n’est que de 25,03
+ 2,3 mm (Fig. 28).
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En appliquant une concentration plus élevée en chrome [100 ppm], une réduction plus élevée
de I’évolution au cours du temps des longueurs racinaires de ces plantules est observée. La

longueur racinaire maximum atteinte n’est que de 16,63 + 2,8 (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 K>Cr20y7 [50, 100, 150 et 200 ppm] en fonction du temps.

Avec des applications encore plus ¢élevées en chrome [150 et 200 ppm], I’évolution des
longueurs racinaires est encore plus faible. Les mesures réalisées au 20°™ jour donnent une
longueur racinaire de 9,63 = 0,7 mm pour le traitement de [150 ppm] et 8,13 + 0,6 mm pour
le traitement de [200 ppm] (Fig. 28).

Comme dans le cas du traitement au cadmium, il y a lieu de noter que le traitement au chrome
induit des brunissements sensibles des racines apparues.

IVV-1-2-3- Effets sur la longueur racinaire des traitements au cadmium vs chrome

La cinétique des longueurs racinaires a été suivie durant les 20 premiers jours depuis la 1°
mise & germination des graines de Marrubium vulgare L. Les longueurs racinaires des traités
par le Cd d’une part et le Cr d’autre part, sont affectés par le stress métallique lorsqu’on les
compare individuellement aux témoins, et ce que ce soit durant la phase allant du 4™ au
12°™ ou bien durant la phase s’étalant du 12°™ au 20°™ jour (Fig. 27 et 28).
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Au 4°™ jour, le Cd réduit la croissance racinaire de la méme facon que le Cr, et ce quel que
soit la concentration utilisée. Le rapport Cr/Cd étant sensiblement égal a 1 (Tab. 6).

En prolongeant la durée du stress métallique au 12°™ jour, la longueur racinaire est beaucoup
plus affectée par I’effet du stress induit par le Cd que par le stress induit par le Cr. Ceci est
d’autant vrai pour I’ensemble des concentrations testées, particuliérement les concentrations
de [150 et 200 ppm] ou le rapport est de I’ordre de 3,2 (Tab. 6).

En laissant les racines pousser jusqu’au 20°™ jour, les rapports Cr/Cd ne changent pas ou
peu de ce qui a été observé lorsque les mesures ont été réalisées au 12°™ jour. Ce qui indique
que la croissance racinaire est non seulement ralentie et également affectée par le Cd et le
Cr (Tab. 6).

Tableau 6 : Rapport Cr / Cd et longueurs racinaires moyennes des plantules de Marrubium
vulgare L. issues des graines non traitées [0 ppm] et des graines traitées par différentes
concentrations [50, 100, 150 et 200 ppm] en Cd(NOs)2 et en K>Cr.07 en fonction du temps
(4°me, 12°m et 20°™ jour).

Longueur racinaire (en mm)

4%™e jour 12°™e jour 20°™¢ jour
Témoins [0 ppm] 3,06+0,38 36,06+2,87 | 52,96+2,58
Cd(NOs)2 2,2340,15 11,76+1,29 | 15,80+2,00
K2Cr20; [50 ppm] 2,40%0,17 18,56+2,09 | 25,03+2,36
cr/cd 1,07 1,57 1,58
Cd(NOs). 2,00+0,00 5,80+1,00 9,03+1,16
K2Cr207 [100 ppm] | 2 30+0,16 10,20+1,09 | 16,63+2,83
cr/cd 1,75 1,84
Cd(NOs). 2,00+0,00 2,46+0,20 2,85+0,28
K2Cr207 [150 ppm] | 2 00+0,00 7,93+0,57 9,63+0,79
cr/cd (3.22) 3,37
Cd(NO3), 2,00+0,00 2,00+0,00 2,31+0,16
K>Cr0; [200 ppm] | 2 00+0,00 6,3610,71 8,13+0,66
cr/cd 3,18 3,51
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IVV-1-3- Longueur des axes hypocotylés

En sus des longueurs racinaires (Fig. 27 et 28 ; Tab. 6) et a I’issue des 20 jours du
déroulement de la germination, les axes hypocotylés des plantules de Marrubium vulgare L.
ont été mesurés pour les témoins et les plantules dont les graines ont été au préalable traitées
par le Cd et le Cr.

IVV-1-3-1- Longueur des axes hypocotylés des traités au Cd(NO3):

Si les axes hypocotylés des plantules témoins atteint une longueur moyenne de 23,88 + 3,9
mm, ceux des plantules issues d’un traitement au préalable au Cd n’est que de 8,88 £ 1,0
mm lorsque la concentration appliquée est de [50 ppm]. En portant la concentration a [100
ppm], cette longueur (4,66 £ 0,6) est de presque moitié moins importante que la précédente.
Les concentrations les plus fortes [150 et 200 ppm], n’assurent un développement que
minime de cet axe, soit respectivement de 1,44 + 0,3 et 1,55 + 0,3 mm (Fig. 29).
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Figure 29 : Effets des différentes concentrations en Cd(NO3z)2 [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les longueurs des axes hypocotylés, en sus des longueurs racinaires, des plantules de
Marrubium vulgare L. comparativement a ceux respectivement des témoins [0 ppm]. 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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IVV-1-3-2- Longueur des axes hypocotylés des traités au K2Cr207

En appliquant du Cr sous une concentration de [50 ppm], I’axe hypocotylé moyen des
plantules qui en sont issues ne mesure que 13,11 + 2,4 mm par rapport a la longueur moyenne
mesurée chez le témoin (23,88 + 3,9 mm). En portant la concentration a [100 ppm], les
longueurs moyennes mesurées sont encore plus faibles, ne dépassent pas 10 mm. Les
concentrations de [150 et 200 ppm] affectent encore plus le développement de 1’axe
hypocotylé, puisque les longueurs moyennes enregistrées ne dépassent pas 4 mm (Fig. 30).
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Figure 30 : Effets des différentes concentrations en K>Cr.O7 [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les longueurs des axes hypocotylés, en sus des longueurs racinaires, des plantules de
Marrubium vulgare L. comparativement a ceux respectivement des témoins [0 ppm]. 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.

I1VV-1-3-3- Effets sur la longueur des hypocotyles des traitements au cadmium vs chrome

Au méme titre que pour les longueurs racinaires, les longueurs des axes hypocotylés des
plantules issues des traitements métalliques appliqués au préalable aux graines, sont réduits
par rapport a ceux des témoins (Fig. 29 et 30), un peu plus pour le traitement au Cd que pour
le traitement au Cr, et ce quel que soit la concentration appliquée (Tab. 7).
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C’est ce qui est indiqué par I’analyse du rapport Cr / Cd, ou la concentration de [50 ppm]
montre des longueurs des axes hypocotylés pres de 1,5 fois plus longs chez les traités au Cr
que chez les traités au Cd. Cette différence est de 2 lorsque la concentration est de [100 ppm],
portée a 2,7 lorsque la concentration est de [150 ppm]. Elle tend a revenir a 2 lorsque la
concentration est de [200 ppm], indiquant que 1’effet du Cr porte aussi bien atteinte que le
Cd a I’évolution de cet axe (Tab. 7).

Tableau 7 : Longueurs des axes hypocotylés moyennes des plantules de Marrubium vulgare
L. issues des graines non traitées (témoins) et des graines traitées par différentes
concentrations [50, 100, 150 et 200 ppm] en Cd(NO3) et en KoCr2O7. 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.

Longueur moyenne des axes hypocotylés (en mm)

Témoins [50 ppm] [100 ppm] [150 ppm] [200 ppm]
Cd(NO3)2 8,88+1,05 4,66+0,65 1,44+0,34 1,5510,34
23,88+3,92
K2Cr207 13,11+2,43 9,55+1,18 3,88%1,10 3,11+0,76
Cr/Cd 1 1,47 2,04 2,69 2,00

En associant les mesures réalisées aussi bien sur les racines que sur les axes hypocotylés, les
plantules se montrent globalement plus affectés par le Cd que par le Cr. Si la concentration
de [50 ppm] montre des plantules 1,5 fois plus longues chez les traités au Cr que chez les
traités au Cd. Cette différence est portée a 2 pour la concentration de [100 ppm], puis a 3
pour les concentrations de [150 et 200 ppm] (Tab. 8).

Tableau 8 : Longueurs des plantules de Marrubium vulgare L. issues des graines non
traitées (témoins) et des graines traitées par différentes concentrations [50, 100, 150 et 200
ppm] en Cd(NOs). et en K>Cr,07. Les mesures ont porté sur les longueurs racinaires qu’on
a additionnées aux longueurs des axes hypocotylés.

Longueur moyenne des plantules (en mm)

Témoins [50 ppm] [100 ppm] [150 ppm] [200 ppm]
Cd(NO3)> 24,68+13,05 13,69+1,81 4,29+0,62 3,86+0,50
76,8416,50
K>Cr;0; 38,1414,79 26,1814,01 13,51+1,89 11,24+1,42
Cr/Cd 1 1,54 1,91 3,14 2,91
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IV-1-4- Contenu en protéines

Le contenu protéinique des plantules de Marrubium vulgare L. a été dosé a I’issue des 20
jours du déroulement de la germination. Ce contenu a été exprimé en mg/100 mg de matiére
végétale seche.

IV-1-4-1- Protéines des traités au Cd(NO3)2

Le contenu protéinique des plantules témoins, dont les graines n’ont pas été traitées par
I’agent métallique, est de 20,64 £ 0,24 mg/100 mg de poids sec.

Si un traitement de [50 ppm] en Cd ne fait diminuer ce contenu que de 12%, les traitements
les plus forts réduisent de fagon plus conséquente ce contenu protéinique. Ainsi, les
pourcentages d’inhibition calculés sont de 72% pour le traitement de [100 ppm], de 76%
pour le traitement de [150 ppm] et de 80% pour le traitement de [200 ppm] (Fig. 31).
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Figure 31 : Effets des différentes concentrations en Cd(NO3). [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les quantités en protéines (mg/100 mg de poids sec) des plantules de Marrubium vulgare L.
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.
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1V-1-4-2- Protéines des traités au K2Cr207

Des applications de Cr réduisent le contenu protéinique des plantules issues de la
germination des graines soumises au préalable a ce type de stress métallique. Le pourcentage
d’inhibition n’étant que de 6,4% pour une application en chrome la plus faible ([50 ppm]),
il passe moyennement a 74% pour les 3 autres applications les plus fortes ([100, 150 et 200

ppm]) (Fig. 32).
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Figure 32 : Effets des différentes concentrations en K>Cr.O7 [50, 100, 150 et 200 ppm] sur
les quantités en protéines (mg/100 mg de poids sec) des plantules de Marrubium vulgare L.
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.

I\VV-1-4-3- Effets sur le contenu protéinique des traitements au cadmium vs chrome

Rapporté a la matiére végétale séche, le contenu protéinique des plantules diminue sous
I’effet du stress métallique imposé. La diminution étant minime pour la plus faible
application ([50 ppm]), devenant trés important lorsque ’application est plus forte ([100,
150 ou 200 ppm]). C’est ce qui se passe avec le stress imposé par le Cd ou bien imposé par
le Cr (Fig. 31 et 32).
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Proportionnellement, le stress imposeé par le Cd a des effets sur le contenu protéinique qui
ne différe pas trop de celui imposé par le Cr, puisque le rapport Cr / Cd est sensiblement égal
a 1, notamment pour les 3 premiéres concentrations ([50, 100 et 150 ppm]). Il augmente
Iégerement (1,29) pour la concentration de [200 ppm] indiquant a ce niveau, un effet plus
conséquent du Cd par rapport au Cr sur le contenu protéinique (Tab. 9).

Tableau 9 : Contenu protéinique des plantules de Marrubium vulgare L. issues des graines
non traitées (témoins) et des graines traitées par différentes concentrations [50, 100, 150 et
200 ppm] en Cd(NOs3), et en K,Cr,07. Les dosages ont été réalisés au 20°™ jour depuis la
1% mise & germination et représentent une valeur moyenne de 3 dosages différents + écart-

type.

Contenu protéinique (en mg/100 mg de poids sec)

Témoins [50 ppm] [100 ppm] [150 ppm] [200 ppm]
Cd(NO3)2 18,18+0,48 5,79%0,59 4,86+0,70 4,08+0,38
20,64+0,24
K2Cr207 19,32+1,53 5,57%0,09 5,28+0,64 5,29+1,00
Cr/Cd 1 1,06 0,96 1,08 1,29

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

Des plantules de Marrubium vulgare L. de 10 jours issues de la 1°® mise & germination des
différents lots de graines (témoins, traités au Cd et traités au Cr) ont été transférées en pots
et laissées durant 6 semaines pour développer leur partie aérienne. Tout au long de cette
période, des mesures hebdomadaires du 1°" axe feuillé ont été realisées.

IV-1-5-1- Longueur du 1°" axe feuillé des traités au Cd(NOs3)2

Ce 1° axe feuillé est composé de deux feuilles opposées. Il commence a émerger
suffisamment a partir de la seconde semaine depuis le transfert en pots. Les mesures
effectuées d’ailleurs a la 3°™ semaine au sein des plantules témoins montrent un 1° axe
feuillé d’une longueur moyenne de 9,50 + 1,12 mm ; qui évolue a 11,72 + 1,08 mm au bout
de la 4°™ semaine ; puis & 14,77 + 0,84 mm au bout de la 5*™ semaine. Cette évolution
marque sensiblement le pas a la 6°™ semaine, puisque les mesures réalisées font état d’une
longueur moyenne de seulement 15,33 + 1,14 mm (Fig. 33). A ce stade, le 1°" axe feuillé
étant suffisamment développé laissant place au second axe feuillé émergeant, qui prend le
relais du premier.
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En utilisant du Cd a une concentration de [50 ppm], les plantules qui se sont developpées
montrent un 1°" axe feuillé de longueur moindre que celui des témoins a tous les niveaux de
la réalisation des mesures. Ainsi, la longueur moyenne de cet axe n’est que de 6,64 + 1,56
mm & la 3°™ semaine. Sa progression est assez importante entre la 3°™ et la 4°™ semaine
pour atteindre une longueur moyenne de 10,0 + 0,0 mm, avant de marquer a son tour le pas
ala5°m (11,52 + 1,11 mm) et a la 6°™ (12,29 + 1,58 mm) semaine (Fig. 33).
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Figure 33 : Evolution des longueurs du 1° axe feuillé des plantules de Marrubium vulgare
L. témoins [0 ppm] et traitées par différentes concentrations en Cd(NOs). [50, 100, 150 et
200 ppm] en fonction du temps. Ces mesures ont été réalisées chagque semaine depuis le
transfert des plantules en pots, effectué au 10°™ jour depuis la 1% mise & germination des
graines.

Les niveaux d’évolution de ce 1°" axe feuillé sont encore moindres lorsque le traitement est
de [100 ppm] en Cd. Ainsi, la longueur moyenne mesurée a la 3°™ semaine n’est que de
3,50 + 0,97 mm, qui évolue & 5,50 + 0,97 mm & la 4°™ semaine, puis & 7,50 + 0,97 mm & la
5°me semaine, avant de marquer le pas (8,0 + 1,95 mm) a la 6°™ semaine (Fig. 33).

Il'y a lieu de noter, que le transfert des plantules en pots issues des 2 traitements les plus
forts [150 et 200 ppm] n’ont pas permet leur développement (Fig. 33).
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IVV-1-5-2- Longueur du 1°" axe feuillé des traités au K2Cr207

Des applications de [50, 100 et 150 ppm] en Cr ne semblent pas entraver substantiellement
la croissance du 1°" axe feuillé, qui évolue au méme titre que celui des plantules témoins
lorsqu’on considére en méme temps les écart-types enregistrés. C’est seulement la
concentration de [200 ppm] qui retarde non seulement I’apparition du 1* axe feuille, en plus
d’une évolution peu importante les 2 semaines suivantes (Fig. 34).
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Figure 34 : Evolution des longueurs du 1° axe feuillé des plantules de Marrubium vulgare
L. témoins [0 ppm] et traitées par différentes concentrations en en K>Cr.0O7 [50, 100, 150 et
200 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.

IVV-1-5-3- Longueur du 1°" axe feuillé des traités au cadmium vs chrome

La cinétique des longueurs du 1°" axe feuillé a été suivie durant 6 semaines depuis le transfert
des plantules en pots. Les longueurs enregistrées different non seulement entre les deux
traitements appliqués au préalable aux graines (Cd vs Cr) et également entre les différentes
concentrations testées, particulierement dans le cas du Cd qui se révele plus inhibant aux
concentrations les plus fortes [150 et 200 ppm] vis-a-vis du Cr (Fig. 33 et 34 ; Tab. 10).
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Ainsi, si la concentration de [50 ppm] en Cr permet aux 1°* axes feuillés d’évoluer au méme
titre que ce qui a été observe chez les témoins, le Cd fait sensiblement de méme hormis pour
la semaine 3 ou un léger retard dans le déclenchement de la croissance est observé. Le
rapport Cr / Cd étant 1égérement en faveur du Cr que du Cd a la semaine 3, puis tend vers
I’équilibre (= 1) les 3 semaines suivantes (Tab. 10).

Ce retard est également perceptible dans le cas d’une application de [100 ppm] en Cd. Ce
qui fait porter le rapport Cr / Cd a 1,87. Méme si le Cr retarde également 1’évolution de ce
1°" axe feuillé ; il augmente néanmoins dés la 5°™ semaine, ce qui n’est pas le cas du
traitement au Cd, dont les longueurs enregistrées restent en deca de ce qui a été observé avec
la concentration précédente et vis-a-vis du traitement au Cr (Tab. 10).

Tableau 10 : Rapport Cr / Cd et longueurs des lers axes feuillés moyens des plantules de
Marrubium vulgare L. issues des graines non traitées [0 ppm] et des graines traitées par
différentes concentrations [50, 100, 150 et 200 ppm] en Cd(NO3) et en K>Cr207 en fonction
du temps.

Longueur du 1¢" axe feuillé (en mm)

Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6
Témoins [0 ppm] 9,50+1,12 11,72+1,08 14,77+0,84 | 15,33+1,14
Cd(NO:s): 6,64+1,56 10,00+0,00 11,52+1,11 12,29+1,58
K2Cr207 [50 ppm] 8,18+0,95 9,50+1,05 12,68+0,81 13,25+1,48
cr/cd (1,23] 0,95 1,10 1,07
Cd(NO:s): 3,50%0,97 5,50%0,97 7,50%0,97 8,00+1,95
K2Cr207 [100 ppm] 6,57+1,70 6,85+1,16 11,42+1,34 12,57+1,47
Cr/Cd 1,87 1,24 1,52 1,57
CdNO3). | | | e e e
K2Cr20; [150ppm] | 6,83+1,55 | 7,83#0,93 | 12,66+1,57 | 13,50+1,73
cr/Cd | e e e e
Cd(NO3)2 | | e e e e
K2Cr0; [200 ppm] 0 0 2,00+0,00 | 4,00%0,00
cr/Cd | e e e e
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IVV-2- Discussion
IVV-2-1- Germination des graines de Marrubium vulgare L.

Dans cette étude, ’effet du Cd et du Cr sur la germination des graines de Marrubium vulgare
L. a été suivi durant une vingtaine de jours, en conditions prédéefinies d’obscurité et de
température de 22°C. Cette germination a été comparée aux graines témoins non traitees, qui
montrent un pouvoir germinatif remarquable, qui culmine a hauteur de 98,67% pour un
temps moyen de germination de 4,15 jours.

Le stress métallique imposé aux concentrations choisies, n’a pas entravé la germination des
graines du marrube. Les % cumulés moyens de germination obtenus au final sont équivalents
a ceux des témoins, atteignant un taux record de 97% dans le cas du Cd et dans le cas du Cr.

Ce qui semble différer est le temps moyen de germination, qui s’allonge un peu plus que
celui des témoins, notamment lorsqu’on évolue avec les concentrations appliquées de fagon
croissante. Méme si entre les 2 traitements, aucune différence n’est observée pour les
concentrations de [50, 100 et 150 ppm]. 1l s’allonge cependant, un peu plus dans le cas du

Cd que dans le cas du Cr lorsque la concentration d’application est de [200 ppm].

La germination ainsi que I’établissement des plantes dans un environnement pollué sont des
stades assez vulnérables durant le cycle de vie d’une plante (Vange et al. 2004). Cette
vulnérabilité est liée de prime d’abord a I’espece (Kranner and Colville, 2011). C’est ce
qui a été rapporté lorsque le Cd et le Cr sont administrés aux graines de 3 especes différentes
(Lactuca sativa var. batavia ; Beta vulgaris var. cicla ; Spinacia oleracea Hib. 424) aux
concentrations de [25, 35 et 50 uM L™]. Au-dela de la concentration utilisée, la germination
des graines de ces 3 especes est réduite de 46%, 97% et 8% respectivement pour la bette a
carde, la laitue et 1’épinard, lorsque on utilise du Cd dans le milieu de germination. Cette
réduction est de 29% pour la bette a carde, 6% pour la laitue et 34% pour 1’épinard, lorsqu’on
utilise du Cr dans le milieu de germination de ces espéces (Bautista et al. 2013).

La germination étant un processus complexe, qui est fortement affecté par la présence des
ETM présents notamment en excés. En revanche, des doses modérées n’influencent pas ou
que peu la germination. C’est ce que 1’on observe avec Salvia hispanica L., ou la germination
n’est que peu touchée lorsque la concentration en Cd utilisée dans le milieu est de 15 mg L°
!, Des concentrations plus élevées de 45 et 60 mg L™, provoquent une réduction de la
germination, ou seulement 42% des graines arrivent a germer (Stefanello et al. 2019).

C’est aussi le cas des graines du haricot, une fois exposées a des concentrations allant de 10
41000 mg L™ de Cd. La germination des graines est affectée a partir de la concentration de
50 mg L™ (El Rasafi et al. 2016). Pour le blé, traité aux concentrations de 0 8 80 mg L™ en
Cd, la germination décline dés la concentration de 20 mg L™ (Ahmad et al. 2012).
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A I’instar du Cd, le Cr appliqué aux concentrations de 0,5 ; 2,5 ;5 ; 10 et 25 mg kg™ n’a pas
d’effet significatif sur la germination des graines d’Hibiscus esculentus L. Cependant, le %
de germination diminue de 42,22% et 48,88% lorsqu’on porte les concentrations
respectivement a 50 et 100 mg kg™ (Amin et al. 2013). Ce cas de figure a été observé chez
plusieurs espéces dont on pourra citer : Daucus carrota, Raphanus sativus, Beta vulgaris,
Lycopersicum esculentum, Solanum melongena, Vigna radiata, Vigna angularis, Medicago
sativa, Lathyrus ordoratus et Triticum aestivum (Peralta et al. 2001 ; Zayed and Terry,
2003 ; Jun et al. 2009).

Considérant le temps moyen de germination et par rapport au témoin, il a été observé que le
Cd prolongeait ce temps de 1,5 ; 4,13 ; 7,23 et 16,08% selon respectivement les différents
cultivars du blé considérés dans 1’étude mené par Ahmad et al. (2012). Il reste que ce
prolongement du temps moyen de germination reste valable pour uniguement la
concentration en Cd la plus forte qui a été utilisée dans leurs expérimentations (80 mg L™).
Toutes les autres concentrations testées (5, 20 et 50 mg L™?) ne changent pas

significativement ce temps lorsqu’on le compare a celui des témoins (Ahmad et al. 2012).

C’est ce qui revient dans I’étude réalisée sur les effets du Cr sur la germination et les premiers
stades de croissance du melon (Cucumis melo L.). Le temps moyen de germination surpassait
celui du témoin de 1,22 a 2,99 ; et ce lorsqu’on évoluait d’une concentration la plus faible
de 2,5 mg L a la concentration la plus forte de 300 mg L™ (Akinci and Akinci, 2010).

En clair, le processus germinatif est influencé par les éléments traces métalliques, qui semble
dépendre de la concentration utilisée, du métal lui-méme et de I’espéce de plante considérée
(Kranner and Colville, 2011 ; El Rasafi et al. 2016 ; Stefanello et al. 2019). L’effet
toxique des ETM peut aussi étre influencé par la capacité d’un métal a interagir avec le
tégument et les tissus embryonnaires d’une graine, comme il dépend des propriétés physico-
chimiques de ces éléments. Différentes especes de plantes montrent des téguments de types
variés, de point de vue structure et anatomie. Ainsi, parmi les especes, la méme concentration
en un élément peut induire des effets toxiques assez variés (Mahmood et al. 2007 ; Ko et
al. 2012 ; Stefanello et al. 2019).

En général, les ETM affectent négativement la germination et compromettent de ce fait le
développement ultérieur des plantes, en raison principalement de 1’absence de mécanismes
de défense a ce stade précis (Yang et al. 2010). Une fois que la solution traverse le tégument,
une graine ne peut compter que sur ses propres réserves pour fournir les métabolites
nécessaires a leur germination. Justement, 1’un des principaux effets de la toxicit¢ du Cd ou
bien du Cr, peut étre observé au cours de ce processus, ou I’activité des -amylases est
réduite, ce qui nuit a la respiration et inhibe 1’émergence de la radicule et la croissance de
I’axe embryonnaire (Mihoub et al. 2005 ; He et al. 2008).
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Le temps moyen de germination augmente a mesure que 1’on augmente la concentration de
I’ETM appliqué aux graines. Ceci serait 1i¢ a une diminution des activités enzymatiques en
lien avec la croissance de I’embryon et la protrusion de la radicule. En effet, le Cd et le Cr
perturbent le développement, la différenciation cellulaire et la croissance en modifiant
I’activité enzymatique de la peroxydase (Djebali et al. 2002 ; Stefanello et al. 2019). Un
retard dans la germination se produit en raison du réle protecteur exercé par le tégument, qui
peut bloquer I’entrée de 1’élément toxique et 1’empécher d’atteindre 1’embryon (Sun and
Luo, 2014 ; Stefanello et al. 2019).

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

L’allongement des racines et des hypocotyles ont été mesurés au bout du 20°™ jour apres la
1% mise & germination des graines du marrube. Chez les témoins, les racines atteignent au
final une longueur moyenne de 53 mm et les hypocotylés une longueur moyenne de 24 mm.

Le traitement des graines par du Cd influence fortement 1’allongement racinaire, puisque
c’est & peine Si la concentration de [50 ppm] permet d’obtenir au 20°™ jour des longueurs
racinaires moyennes de 15 mm. C’est ce que permet également le Cr, mais lorsqu’il est
utilisé a la concentration de [100 ppm]. La concentration la plus faible en Cr testée [50 ppm],
assure aux racines une longueur moyenne de 25 mm, moitié moins importante que celle des
témoins. Au-dela de la concentration de [50 ppm] en Cd et au-dela de la concentration de
[100 ppm] en Cr, aucune évolution notable racinaire n’est observée. Au contraire, les racines
mesurées a 2 mm brunissent sensiblement et celles qui arrivent a évoluer un peu paraissent
assez fréles et minces.

Toutes ces constatations observées pour les parties racinaires se reproduisent relativement
avec I’allongement des axes hypoctylés, qui sont fortement réduits & mesure que 1’on
augmente la concentration du Cd ou bien du Cr. Aussi, cette réduction est de loin plus

accentuée avec 1’utilisation du Cd que du Cr.

Nos résultats des mesures biométriques sont concordants avec ceux rapportés par plusieurs
auteurs, qui ont utilisés le Cd dans le milieu de germination des graines de plusieurs espéces
dont Sorghum bicolor (Kuriakose and Prasad, 2008), I’orge (Kalai et al. 2016), le riz
(Rizwan et al. 2016) et Vigna radiata (Anwar et al. 2021).

Ainsi, une évaluation des effets de différentes concentrations en Cd [0,5; 1 ; 1,5 et 2 mM]
sur Brassica juncea montrent que plus on augmente la concentration du métal, plus
I’ensemble des paramétres considérés dans 1’étude diminuent. 11 s’agit des longueurs des
racines, des parties aériennes, de la taille totale des plantules, du poids sec et frais de ces
plantules, du pourcentage de germination et de la phytotoxicité (Alfiya and Dheera, 2015).
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De son coté, Ahmad et al. (2016) trouvent que 1’utilisation du Cd a 200 uM induit une
diminution significative des longueurs racinaires et aériennes de Cicer arientinum.

En terme chiffré, il a été rapporté que le Cd utilisé a 11,2 mg L lors de la germination des
graines de Crambe abyssinica, fait diminuer la longueur racinaire de 48%, la partie aérienne
de 34% et la masse fraiche de 13% (Hu et al. 2015).

Cela reste valable pour Salvia hispanica L., ou I’utilisation du Cd dans le milieu de
germination, réduit les longueurs des parties racinaires et aériennes des plantules qui en sont
issues, au bout du 7°™ jour aprés la 1°® mise a germination. Relativement, la partie aérienne
diminue de 2,38 cm (témoin) a 1,31 cm ; pendant que la partie racinaire diminue de 4,93 cm
(témoin) a 1,79 c¢cm lorsqu’on applique la concentration la plus forte en Cd (60 mg L)
(Stefanello et al. 2019). C’est ce que 1’on constate aussi chez Eruca sativa, ou la longueur
racinaire diminue de 28%, tandis que la longueur de la partie aérienne diminue de 44% pour
une application en Cd de 50 mg L (Al-Qurainy, 2010).

Tenant compte de 1’espéce considérée, si la longueur racinaire de Brachiaria brizantha
diminue de 2,5 cm, celle relative a Brachiaria decumbens ne diminue que de 1 cm lorsqu’on
expose les graines de ces 2 espéces a une concentration de 180 mg L™ en Cd (Borges et al.
2016). Aussi, des concentrations en Cd de (1,10 ; 1,6 et 2 mg L) qui n’ont pas entravé la
germination des graines de Dianthus barbatus et Dianthus chinensis, ont en revanche
négativement influencés la croissance des plantules qui en sont issues, touchant spécialement
les racines (Grigoras and Stratu, 2015 In Stefanello et al. 2019).

La toxicité du Cr se manifeste autant que le Cd, sur les longueurs des racines et des
hypocotyles des plantes dont les graines ont été ainsi traitées. En effet, des analyses menées
sur Cucumis melo L., montrent que le Cr réduit, par rapport au témoin, 1’élongation de la
racine de 14,7 a 58,8% lorsque les solutions de germinations contiennent des concentrations
en Cr de 2,5 a 70 mg L. Ces mémes concentrations induisent une diminution de
I’hypocotyle de 11,4 a 52,7% par rapport au témoin (Akinci and Akinci, 2010).

La concentration utilisée est pour beaucoup dans la réduction de I’allongement racinaire
(Datta et al. 2011). Ainsi, le Cr utilisé a faible concentration (0,25 mg L) favorise
I’allongement, par contre lorsqu’il est utilisé & une concentration dix fois plus élevée, la
tendance est pour la réduction de cet allongement chez Pistia stratiotes (Kakkalameli et al.
2021). C’est ce qui a été décrit pour les parties racinaires de Camellia sinensis, avec
également un taux de croissance de la partie aérienne assez faible, une fois exposés au Cr
(Tang et al. 2012).

Mondal et al. (2013) stipulent qu’une réduction de la croissance racinaire est directement
liée aux effets de 1’élément métallique sur les enzymes hydrolytiques, qui jouent un role

fondamental dans le transport des nutriments vers la radicule et I’axe caulinaire en formation.
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Plusieurs auteurs notent aussi que la diminution de la croissance de la partie aérienne est due
a I’inhibition directe de 1’¢longation cellulaire ou de la division, retardant de ce fait la
croissance racinaire et réduisant le transport des nutriments et de I’eau (Chugh and
Sawhney, 1999 ; Bansal et al. 2002 ; Barbosa et al. 2007 ; Lee et al. 2010 ; Mondal et al.
2013 ; Tran and Popova, 2013 ; Stefanello et al. 2019).

Il 'y lieu de noter, que des expositions plus longues aux ETM conduisent au brunissement
des racines, devenant mucilagineuses et décomposées, ce qui entraine finalement une
réduction de la croissance de cette partie des plantes, s’ensuit la mort (Kalai et al. 2014).

Le Cd s’est révélé dans notre étude menée sur le marrube plus toxique que le Cr, notamment
sur ’allongement des racines et des axes hypocotylés. Les plantules mesurées dans leur
totalité au 20°™ jour sont 1,5 fois plus longues chez les traités au Cr que chez les traités au
Cd avec la concentration de [50 ppm]. Ce ratio est de 2 pour la concentration de [100 ppm]
et passe a 3 pour les concentrations de [150 et 200 ppm], en faveur du Cr.

Le Cr étant préférentiellement accumulé au niveau racinaire et serait peu enclin a passer dans
les parties aériennes. Cela en raison probablement de son immobilisation dans les vacuoles
des cellules racinaires, ce qui le rend moins toxique que les effets des autres éléments traces
métalliques, comme le Cd. n’empéche que des concentrations plutét élevees se répercutent
négativement sur ’ensemble des parametres qui assurent une croissance convenable des
racines et des parties aériennes (Shanker et al. 2005 ; Revathy and Shanker, 2023).

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

Nous avons examiné le taux de protéines totales des plantules de Marrubium vulgare L. au
bout du 20°™ jour aprés la 1°® mise & germination des graines témoins, traitées par le Cd et
traitées par le Cr. En exprimant nos résultats en fonction du poids sec, les deux traitements
avec les éléments traces métalliques testés, induisent une diminution des protéines totales
par comparaison au témoin. La diminution est minime pour le traitement de [50 ppm], qu’il
soit du Cd ou du Cr. Les autres concentrations testées amplifient la diminution du contenu
protéinique dosé, puisque le % d’inhibition dépasse les 72%. Autrement, concentration par
concentration, le Cd induit les mémes effets sur le taux des protéines solubles que le Cr.

Des travaux sur les effets du Cd sur certains parameétres physiologiques et biochimiques
menés sur Hordeum vulgare L., ont montré que la toxicité du métal utilisé entrainait une
diminution significative de la teneur en protéines. En effet, des concentrations de 10, 20 et
30 mM ont respectivement réduit a 4,95 ; 5,17 et 3,51 mg g* de poids frais le taux de
protéines racinaires par rapport aux protéines dosées dans les racines des témoins (13,36 mg
g de poids frais) (Gubrelay et al. 2013).
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De méme, dans les parties aériennes, le contenu protéinique estimé est de 8,03 ; 5,56 et 3,50
mg g de poids frais, respectivement aux concentrations de 10, 20 et 30 mM de Cd, par
comparaison aux protéines des parties aériennes des témoins (12,05 mg g* de poids frais).
Dans le cas des protéines foliaires, les dosages réalisés montrent des teneurs de 10,1 ; 8,16
et 5,97 mg g* de poids frais, respectivement aux concentrations de 10, 20 et 30 mM, par
rapport aux protéines des feuilles des témoins, qui comptent une teneur de 10,76 mg g™
(Gubrelay et al. 2013).

Il en est de méme dans le cas d’un traitement au Cr, puisque des travaux réalisés sur des
plantules du Vigna sinensis L., montrent certes une élévation de la teneur en protéines, mais
uniquement lorsqu’on utilise des concentrations assez faibles de [2 & 10 ppm]. A partir d’une
concentration de [25 ppm], le contenu protéinique commence a diminuer (Nath et al. 2008).

Dans une autre contribution réalisée sur certains cultivars de Triticum aestivum L., il a été
observé une diminution des teneurs en protéines qui s’accentue avec 1’élévation de la
concentration en Cr (Datta et al. 2011). Selon ces derniers auteurs, la diminution des
protéines est attribuée au manque de I’azote, indispensable a la synthése des acides aminés,
éléments constitutifs des protéines.

Les protéines sont sujettes a de nombreuses modifications, allant de I’oxydation a la
libération de chaines peptidiques, ce qui entraine une diminution de leur taux. C’est ce que
d’ailleurs préconise Rauser (1995), qui attribue la diminution des protéines en présence du
Cd, a la formation de complexes de liaison du Cd?* d’avec trois familles de peptides, lesquels
limitent la disponibilité des peptides libres et inhibe ainsi la synthése des protéines
(Gubrelay et al. 2013).

Ayaz & Kadioglu (1997) qui ont travaillé sur les protéines solubles des graines en
germination de Lens esculenta L., sous effets de plusieurs types d’ETM, soulignent que les
raisons de la diminution sont attribuées a 1’accroissement de 1’activité des protéases qui
hydrolysent les protéines solubles, ainsi qu’aux inhibitions de I’activité de certaines enzymes
portant des groupements thiols.

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

En transférant nos plantules en pots, la levée du stress métallique a engagé la levée des
parties aériennes. Ce qui se développe en premier lieu, le 1% axe feuillé dont la longueur a
été mesurée chaque semaine pendant 6 semaines.

Ce 1°" axe feuillé commence & émerger chez les témoins entre la 2"% et la 3°™ semaine aprés
le transfert en pot, évoluant progressivement en longueur pour finalement atteindre au bout
de la 6™ semaine une longueur moyenne de 15,33 + 1,14 mm.
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Le traitement au préalable des graines du Marrubium vulgare L. par le Cd influence
I’apparition puis 1’allongement de ce 1*" axe feuillé au cours du temps, particuliérement pour
la concentration de [100 ppm]. Les concentrations les plus fortes de [150 et 200 ppm] n’ont
permis aucune levée de ce 1° axe feuillé, entrainant la perte des plantules transférées en pots.
La seule concentration qui a permis une évolution assez notable de ce 1°" axe feuillé est celle
de [50 ppm] permettant a cet axe de progresser pour atteindre au final une longueur moyenne
certes appreciable, mais moindre que celle du témoin d’environ 20 %.

Les plantes répondent différemment lorsqu’elles sont exposées a des concentrations
variables en Cd. Les anomalies anatomiques observées dépendent des espéces végétales, de
la durée d’exposition, de la quantité absorbée, de la séquestration et de la localisation dans
différentes parties (Shah et al. 2019). Le Cd est mobile via le phloéme, on le retrouve dans
n’importe quelle partie des plantes, entrainant une réduction de la biomasse et du rendement,
une chlorose et une chute des feuilles (Gallego et al. 2012).

Une exposition au Cd (60 uM L) provoque des altérations anatomiques considérables dans
les différents organes de Ceratopteris pteridoides. Ces altérations comprennent une
étroitesse du xyleme et une désorganisation des faisceaux vasculaires dans les racines, tiges
et feuilles. Les stomates foliaires ferment et les chloroplastes se désorganisent (Bora and
Sarma, 2021). Une altération importante touchant également le xyleme et le phloéme a été
observée chez Trigonella foenum sous stress induit par une concentration de 50 pg g en Cd
(Ahmad et al. 2005). Le développement du parenchyme palissadique foliaire de Populus
deltoides décline avec un traitement de 8,14 mg Kg* en Cd (Nicoli¢ et al. 2017), ainsi que
chez Avicennia schaueriana L. pour un traitement de 64 mg L™ en Cd (Mizushima et al.
2019). En plus du parenchyme palissadique et spongieux, I’épaisseur de I’épiderme des
feuilles, qu’il soit du c6té supérieur ou inférieur, diminue aussi bien chez Populus deltoides
L. (Nicoli¢ et al. 2017), I’Eucalyptus urophylla L. (da Silva Cunha et al. 2020), Cicer
arietinum L. (Liza et al. 2020) et Salvia sclarea L. (Dobrikova et al. 2021).

En clair, le Cd impacte négativement la taille de 1’épiderme et du parenchyme foliaire,
perturbe 1’ultrastructure des chloroplastes et désorganise le systeme vasculaire conducteur
des seves (Zulfigar et al. 2022).

Le Cr au contraire du Cd, a permis au 1° axe feuillé d’évoluer pour I’ensemble des
concentrations testées au préalable sur les graines de Marrubium vulgare L. Si la
concentration la plus forte de [200 ppm] n’a assuré qu’une faible évolution de cet axe, les 3
autres concentrations testées [50, 100 et 150 ppm]) ont permis I’émergence et une évolution
assez conséquente du 1°" axe feuillé. En effet, tenant compte des écarts-types enregistrés,
I’évolution de ce 1°" axe feuillé se confond en tous points avec ce qui a été enregistré comme
évolution de cet axe chez les témoins.
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Dans une étude reéalisée sur deux cultivars de Gossypium hirsutum L., le stress induit par
différentes concentrations en Cr affecte certes certains parametres mesures des feuilles, mais
uniquement sous influence de concentrations de 50 et 100 uM par rapport a la concentration
de 10 uM. En effet, seuls les niveaux élevés en Cr, qui ont nettement affecté la longueur et
la largeur des feuilles chez les deux types de cultivars. Aussi, une plus grande diminution est
observée pour ce qui est de la longueur par rapport a la largeur des feuilles (Saud et al.
2022). De tels effets du Cr ont été également rapportés dans le cas de Brassica napus (Gill
et al. 2015), Brassica chinensis (Ma et al. 2017) et Origanum vulgare (Levizou et al. 2019).

Ce qui est généralement admet est que le Cr en exces dans les tissus provoque des effets de
toxicité sur pas mal de parametres physiologiques, morphologiques et biochimiques. Cette
toxicité est attribuée a un systéme complexe d’interactions métal — processus génetiques —
voies de signalisation — métabolisme et macromolécules. La toxicité se manifeste par une
réduction de la croissance, des modifications touchant 1’ultrastructure des membranes
cellulaires et du chloroplaste, des chloroses au niveau foliaire, un endommagement des
racines, une réduction des teneurs en pigments, une perturbation des relations hydriques et
de la nutrition minérale ainsi qu’une altération des activités enzymatiques et un
rehaussement des formes réactives de I’oxygeéne (Shahid et al. 2017).

Sinon a faible concentration ou lorsque le stress est levé, comme c’est le cas dans notre
travail sur Marrubium vulgare L., les possibilités de croissance de 1’axe feuillé au méme
titre que ce qui a été observé chez les témoins, indiquent que les plantes peuvent surmonter
ce stress. En effet, on a constaté qu’apres un retard qui a duré au moins 4 semaines, les
plantes issues des germinations stressées par une concentration en Cr de [200 ppm] sont
capables d’émettre un 1°" axe feuillé en passe de se développer (Fig. 35).

Figure 35 : Constat de développement du 1% axe feuillé au bout de la 6°™ semaine aprés
transfert en pot des plantules de Marrubium vulgare L. dont les graines ont été préalablement
traitées par une concentration en KoCr>O7 de [200 ppm].
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La mobilité du Cr dans les racines des plantes est faible par rapport aux autres métaux lourds
(Sharma et al. 2020). Ainsi, la concentration du Cr dans les racines peut étre 100 fois
supérieure a celle des pousses (Gupta and Sinha, 2006). Le Cr peut étre accumulé et
séquestré dans les vacuoles des cellules racinaires en tant que stratégie protective, ce qui
explique une certaine tolérance vis-a-vis de la toxicité du Cr chez les especes végétales
(Srivastava et al. 2021).

La translocation du Cr depuis les racines vers les parties aériennes est assez limitée et dépend
fortement de la forme chimique du Cr au niveau tissulaire (Shahid et al. 2017). Le Cr
hexavalent est transformé en Cr trivalent, qui a plus tendance a adhérer aux parois cellulaires,
empéchant de ce fait sa translocation vers d’autres tissus (Kabata-Pendias and Szteke,
2015).

61



CONCLUSION



Conclusion

V- Conclusion

Une espece comme Marrubium vulgare L., connue depuis des lustres pour ses vertus
thérapeutiques, peut s’avérer utile pour la restauration des sols en milieux pollués par des
¢léments traces métalliques. Avant d’envisager une telle perspective de dépollution des sols,
il est intéressant a notre échelle d’entrevoir au préalable une étude sur les capacités
germinatives exprimées par les graines de cette plante, sous influence du cadmium et du
chrome, et d’en voir ensuite les conséquences sur les plantules qui en sont issues, notamment
sur les aspects concernant la croissance des parties souterraines et aériennes. A cet effet,
différentes concentrations croissantes ([50, 100, 150 et 200 ppm]) en cadmium apporté sous
forme de nitrate de cadmium [Cd (NOz)2] et le chrome apporté sous forme de dichromate de
potassium [K2Cr207], ont été testées sur cette espece.

Ces expérimentations ont donné lieu a des résultats concordants avec ce qui a été rapporté
par plusieurs travaux dédiés a cet effet. Les concentrations utilisées, qu’elles soient pour le
Cd ou le Cr, n’ont pas entravé la germination de nos graines, et ce, par rapport a ce que nous
avons defini au départ comme critére de germination a adopter, 2 mm au moins de longueur
racinaire pour considérer la germination accomplie.

Au-dela de la présence du stress métallique, les graines du Marrubium vulgare L. entrevoient
une capacité germinative exceptionnelle (97%), apres un temps de latence de 2 a 3 jours.
Seulement, le temps moyen de germination s’allonge en augmentant dans le sens croissant
la concentration usitée, avec a la clé un allongement un peu plus dans le cas du Cd que dans

le cas du Cr lorsqu’on applique la concentration la plus forte de [200 ppm].

A priori, notre espéce n’étant pas donc vulnérable a la présence d’un stress métallique lors
de la germination, en revanche la vulnérabilité tend a s’installer juste apres ce processus. En
effet, il a été remarqué, dés la percée de la radicule, un brunissement du systéme radiculaire
qui s’installe les jours suivants la germination. Ce brunissement, rendant les racines assez
fréles, ne permet aucun allongement, sinon que peu au cours du temps. Ce constat a été fait
lorsqu’on a utilisé le Cd a une concentration au-dela de [50 ppm] et le Cr a une concentration
au-dela de [100 ppm].

Ce constat s’applique également dans le cas de 1’allongement des axes hypocotylés, qui sont
fortement réduits a mesure que 1’on augmente la concentration de 1’élément métallique.
Aussi, cette réduction est de loin plus accentuée avec I’utilisation du Cd que du Cr. En
d’autres termes, lorsqu’on considere les plantules issues des germinations stressées, leur
longueur moyenne est de 1,5 fois plus longue chez les traitées au Cr que chez les traitées au
Cd pour la concentration de [50 ppm]. On passe au ratio de 2 lorsqu’on porte la concentration
du traitement a [100 ppm] et au ratio de 3 lorsqu’on porte la concentration a [150 et 200

ppm], toujours en faveur de I’élément Cr par rapport a I’¢lément Cd.
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Ces mesures qui traduisent une sensibilité de la croissance, touchée par les effets de ces
éléments métalliques, ont été vérifiées par un dosage du contenu protéinique de ces plantes.
Exprimé en fonction de la maticre s€che, ce contenu n’a pas trop varié de celui des témoins,
lorsqu’on applique la concentration de [50 ppm] en Cd ou bien en Cr. Les diminutions sont
plutdt constatées pour des applications plus grandes, ou I’on enregistre un pourcentage de

diminution du contenu protéinique atteignant 72% et plus.

En levant le stress métallique qui a été au préalable impose aux graines, par transfert rapide
en pot des plantules qui en sont issues, au bout du 10°™ jour aprés la 1% mise & germination.
Ce transfert semble donner des résultats tres satisfaisants, inattendues par rapport a ceux
obtenus sur un milieu pollué. En effet, le développement du 1* axe feuillé au cours du temps
a été engagé avec succes, beaucoup plus pour le cas des décontaminés du Cr, que dans le cas
des décontaminés du Cd.

Certes, ce 1° axe feuillé a pris un retard pour émerger par rapport au 1°" axe feuillé des
témoins, suite aux conséquences d’un prétraitement avec 1’élément métallique imposé aux
graines, mais les potentialités de se rattraper sont évidentes, particuliérement pour ce qui est
du Cr par rapport au Cd.

Ceci ne peut que présager des potentialités certaines que pourrait présenter Marrubium
vulgare L. en situation de stress métallique. Cette affirmation est néanmoins subordonnée a

un travail complémentaire qu’on pourrait envisager en perspective portant sur :

- Doser la présence de ces deux éléments métallique, Cd et Cr, au niveau racinaire et
dans les parties aériennes ;

- Suivre les activités enzymatiques et autres molécules impliquées dans ce contexte de
stress metallique ;

- Engager une expérimentation in situ de 1’espéce en sites contaminés, afin de se
rapprocher davantage des conditions naturelles et d’évaluer de plus prés les
potentialités de dépollution et de réhabilitation des sites contaminés par les métaux
lourds.
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L'objectif de cette étude est de déterminer et de comparer les effets inhibiteurs de deux éléments traces métalliques
(ETM) sur la germination des graines de Marrubium vulgare L., ainsi que sur les premiers stades de croissance et de
développement des plantules qui en sont issues. Les deux ETM testés sont le cadmium apporté sous forme de nitrate
de cadmium (Cd(NOs),) et le chrome apporté sous forme de dichromate de potassium (K.Cr.Oy), utilisés avec des
concentrations croissantes de 50, 100, 150 et 200 ppm.

Les résultats de la germination des graines ont montré une résistance aux deux types de stress métalliques, ainsi que
pour toutes les concentrations testées, en témoigne le taux maximum de germination atteint de 97%. Cependant, les
analyses biométriques des racines et de I'hypocotyle ont révélé une sensibilité des plantules au Cd et au Cr, avec une
réduction significative de leur longueur par rapport aux témoins. Cette réduction était plus prononcée pour le Cd que
pour le Cr, et elle s'est intensifiée avec l'augmentation des concentrations testées. Par ailleurs, la réponse protéinique
des plantules de Marrubium vulgare L. face au stress métallique a montré une diminution du contenu en protéines
solubles, notamment aux concentrations les plus élevées en Cd et en Cr.

Aprés transfert en pot sur substrat sain, I'analyse hebdomadaire de la longueur du 1% axe feuillé qui s’est développé, a
également révélé des différences significatives entre les témoins et les traités. Le Cd s'est avéré étre plus inhibiteur du
développement de cet axe feuillé que le Cr aux concentrations les plus élevées.

Dans l'ensemble, ces résultats mettent en évidence la complexité des interactions entre les éléments traces métalliques
et les plantes, o la germination des graines semble étre le processus le plus résistant aux stress métalliques que les
stades ultérieurs de croissance et de développement des plantules puis des plantes.

Mots-clés : Marrubium vulgare L ; cadmium ; chrome ; germination ; mesures biométriques ; statut hydrique ; protéines.

The objective of this study is to determine and compare the inhibitory effects of two trace metal elements (TMES) on
the germination of Marrubium vulgare L. seeds, as well as on the early stages of growth and development of the
resulting seedlings. The two TMEs tested are cadmium supplied as cadmium nitrate (Cd(NOs);) and chromium
supplied as potassium dichromate (KCr,0), used at increasing concentrations of 50, 100, 150 and 200 ppm.

The results of seed germination revealed resistance to both types of metal stress and for all tested concentrations, as
evidenced by the maximum germination rate achieved of 97%. However, the biometric analyses of the roots and
hypocotyls revealed sensitivity of the seedlings to Cd and Cr, with a significant reduction in their length compared to
the controls. This reduction was more pronounced for Cd than for Cr, and it intensified with increasing concentrations
tested. Moreover, the protein response of Marrubium vulgare L. seedlings to metal stress showed a decrease in soluble
protein content, especially at the highest concentrations of Cd and Cr.

After transfer to pots in healthy substrate, weekly analysis of the length of the first developed leaf axis also revealed
significant differences between the controls and the treatments. Cd was found to be more inhibitory to the development
of this leaf axis than Cr at the highest concentrations.

Overall, these results highlight the complexity of interactions between trace metal elements and plants, where seed
germination appears to be the most resistant process to metal stress than later stages of growth and development of
seedling and plant.

Keywords: Marrubium vulgare L. ; cadmium ; chromium ; germination ; biometric analyses ; water status ; protein.
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