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Introduction

1 Introduction

La région méditerranéenne fut longtemps le refuge des végétaux durant I’époque glaciaire.
Aujourd’hui elle est surtout connue pour détenir 1'un des bioclimats les plus favorables
permettant un développement d’une flore endémique mais aussi une acclimatation des plantes

dites étrangéres ce qui fait d’clle une flore riche et surtout diversifiée, adaptée aux conditions

souvent rudes (faible pluviométrie). Les lamiacées sont 1'une des familles les plus répandue

dans cette région, on compte parmi les espéces Lavendula stoechas et Rosmarinus officinalis
(Rameau et al., 2008). Cette famille est trés exploitée en médecine traditionnelle et en
parfumerie (Menad et Dali, 2017).

La région méditerranéenne est victime de son sucées, en effet, le surpaturage, I’influence touristique,
la multiplication de feux de forét et I’industrialisation ont provoqué la désertification et la
dégénérescence du couvert végétale (Rameau et al.,2008). En Algérie, plusieurs études ont signalé
une importante pollution des sols particulierement causée par I’activité miniéres, le trafic roturier,
I’élevage et I’agriculture, dont les métaux lourds sont 1’un des principaux polluants (Semadi et
Deruelle, 1993 ; Bettahar et al., 2009 ; Bouras et al., 2010 ; Zegaoula et Khellaf, 2014 ;
Attoucheik et al., 2014).

La pollution des sols par les métaux lourds porte atteintes aux étres vivant via la chaine
alimentaire, dont les plantes sont le principal fil conducteur, ces derniéres s’exposent aux
pollutions métalliques par les racines, les feuilles mais aussi par leurs accumulations dans les
graines. Les variations intra-spécifiques et interspécifiques, conditionnent la résistance des
vegétaux face a ces contaminants, notamment dans la capacité a se germer et a se développer
normalement. Plusieurs taxons font I’objet d’une grande attention du fait de leur incroyable
résistance envers ces derniers (Gémez Ariza et al., 2013) faisant d’elles un moyen de lutte
pour la restauration des milieux contaminés dans le cadre de la phytoremédiation (Sengupta
et Dalwani, 2008)

La germination est une étape vitale permettant le maintien des espéces par un développement
de nouveaux individus, ceci dit, elle est aussi la phase la plus sensible d’une vie d’une plante
ou l’effet de stress métallique est le plus prononcé (Méarquez-Garcia et al., 2013). Les
principaux effets ressortis sont une baisse du taux de germination et une inhibition de

croissance des pousses (Marquez-Garcia et al., 2013 ; Ali et al., 2014).

Dans ce contexte, s’inscrit notre synthése qui vise a évaluer I’influence des métaux lourds

(Cd et Ni) sur les paramétres de germination et de croissance de 1’espéces Ballota hirsuta
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Benth. appartenant a la famille des lamiacées. Plusieurs études ont été mené sur le pouvoir
résistant de cette famille au stress métallique, les travaux menés sur la ballote hirsute, se sont
penchées plutdt sur ’aspect thérapeutique et biochimique. Dans notre cas on s’est intéressé a
I’aspect toxicologique qui nous permettra de déterminer si cette plante peut étre une

éventuelle candidate pour la remédiation des milieux contaminés par le Cd et le Ni.
Notre travail est scindé en deux parties, qui sont :

Partie bibliographique incluant trois chapitres

- Un premier chapitre consacré aux metaux lourds et a la phytoremédiation.

-Un deuxiéme chapitre dans lequel nous avons parlé sur la germination, la dormance et

parametres qui contrélent ces processus.

-Le troisiéme chapitre, nous avons pu exposé la famille des lamiacées avec I’énumération des

principaux genres, ainsi qu’une présentation de 1’espéce étudiee.
Partie expérimentale :

-Chapitre | : Matériel et méthodes

-Chapitre 11 : Résultats et discussion.

Ce mémoire se termine par une conclusion générale rappelant ainsi les objectifs de notre

travaille et les principales conclusions et perspectives tirées de cette étude.




Partie I : Partie
Bibliographique
Chapitre 01 :

Métaux lourds

Et

phytoremediation




Métaux lourds et phytoremédiation

2 Lesol:

Le sol est ’'un des constituant essentiels de la terre, il est constitué a la fois d’éléments

physique (solutions, minéraux, matiére organique, gaz) et biologique (plantes, micro-
organismes) (Girard et al., 2011 ; Saljnikov et al., 2022). Les conditions climatiques, les
facteurs géologiques ou encore biologiques fagonnent la nature et la texture des sols, cette
diversité permet d’attribuer différent usages aux sols. Il est a la fois une source de
production agricole et d’approvisionnement en matiéres premieres mais aussi le témoin de
la vie sur terre, de son évolution et des civilisations passées. D’un point de vue
environnemental ; les sols sont des bases de vie pour les entités biologiques (habitats et
alimentation), mais aussi le siege des différents processus chimiques et biogéochimiques
qui assurent le bon fonctionnement des écosystemes (transfert d’énergie, cycle de 1’eau et
des éléments (azote et carbone), dégradation de la matiére organique, purification...etc.)
(Saljnikov et al., 2022).

2.1 Lesoletlaplante :

La rhizosphére représente la surface de contact et d’échange entre la plante et le
sol (Fig.1) ; en effet le développement de cette derniere et sa croissance repose sur le
captage d’éléments nutritifs en solution dans le sol par leurs systemes racinaires ; d’un
coté ; et sur lactivité de la pédoflore qui procurent aux végétaux des éléments peu
accessibles ou inexistant dans la forme voulue ; métabolisés lors de la photosynthése
(acides aminés, sucre ...etc.) (Girard et al., 2011). Néanmoins, le sol est sujet a de
nombreuses  agressions et
pollutions ce qui cause des
préjudices a 1’équilibre des étres
vivant  (Jobin, 2015). Les

Photosynthesis

métaux lourds sont I'un des
problemes majeurs, a faibles
doses comme le Ni ou le Cr, ils
jouent des réles dans divers
processus  biologiques  des
végétaux .  Synthése de

molécules telles la

chlorophylle...etc. Suivant leur Figure 1 : Interactions rhizosphérique tirée de : (Yee et al.,

état et leur dose, ils peuvent 2021)
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manifester des effets néfastes (Sharma et Agrawal, 2005) et peuvent entrainer une
phytotoxicité (Girard et al., 2011).

2.2 Les métaux lourds :

Cette nomination renvoie a trois catégories d’especes chimiques :

1) Ceux dont la densité est supérieure a 5 g/cm3® (Agarwal, 2009) désignant les vrais
« Métaux lourds » (Thiébaut, 1994).

2) Eléments metalliques dites « non lourds » comme le Zn.

3) Ceux dites non métalligue comme I’ As.

Le terme « Métaux lourds » fait plutdt référence au pouvoir toxique des éléments qui
regroupe, notamment le Cd et le Pb (toxigue méme a faibles doses) (Messai, 2014).
D’autres métaux lourds sont quant a eux essentiels aux organismes vivants ’exemple du
Cu, Zn, Mn ou du Fe ; requis en quantités traces (nutriments), ils rentrent dans plusieurs
processus vitaux tels que la croissance ; la reproduction (Tyler, 1981), ainsi que le
métabolisme enzymatique et hormonale (Jyothi, 2021).

2.3 Origine anthropique des métaux lourds :

2.3.1 Agriculture :

Visant a I’amélioration de la qualité des cultures et du sol par le recours aux différents
procédes chimiques et organiques : fumier animal, engrais et produits phytosanitaires ; les
pratiques agricoles contribuent clles aussi a I’ajout d’apports considérables de métaux

lourds dans ce dernier (Sharma et Agrawal, 2005 ; Alloway, 2013).

2.3.2 Boues d’épuration :

Les boues d’épuration sont une fraction de déchets solide extraite lors du traitement
d’caux usées au sein des STEP (eaux domestique ou /et industrielles). Ces boues sont une
source importante d’¢léments nutritifs mais aussi de métaux lourds, ces boues sont souvent
utilisées comme amendements ce qui fait d’elles une des sources de contamination des sols

(Alloway, 2013).

2.3.3 Secteur industriel :

Les activités industrielles (incinération, fonderie, transport, ...etc.) émettent les métaux
lourds par les différentes étapes, allant de la manipulation des matieres premiéres aux

produits finaux, ces activités impactent le plus souvent les sites aux alentours (milieu

4
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urbain) a des intensités qui dépendent de la nature de ces derniéres. L’activité miniere

constitue I’une des principales voies de pollution métallique (Alloway, 2013).

2.3.4 Secteur militaire :

L’apport en « ML » générés par I’activité militaire est variable, I’armement (explosif,
bombes), les véhicules ou encore les champs de combats et les zone d’entrainement sont
tous des sources de pollution métallique, certains éléments comme le Pb, Cu ou le Ni
persistent sur sites méme apres I’achévement des opérations (Alloway, 2013).

2.4 Origine naturel des métaux lourds :

2.4.1 Pédologique :

Les métaux lourds sont naturellement présents dans 1’environnement (Wild, 1993) leur
provenance est directement liee au materiel géologique. En effet, la nature du métal depend
de la nature de la roche mére et des phénoménes climatiques qui conditionnent 1’altération
des minerais qui composent cette derniére (Sharma et Agrawal, 2005). Les roches
magmatiques comme le gabbro et les basaltes contiennent des teneurs élevees de Mn et
Zn. L’Ag, Cu, Hg, Cd ou encore le Pb sont importants chez les schistes noirs et bitumineux

alors que les roches ultramafiques sont riches en Cr et en Ni (Alloway, 2013).

2.4.2 Phénomeéne naturels :

Les phénomenes naturels favorisent 1’émission et la dispersion des métaux lourds dans les
différents compartiments de la biosphére, on cite les fumées produites lors des éruptions
volcaniques, les feux de foréts, les vents en provenance du désert, I’activité océanique et la

décomposition de la matiere végetale (Sharma et Agrawal, 2005).

2.5 Lecadmium:

Métal découvert en 1808 occupant la quarante-huitiéme place du tableau périodigue,
(Aranguren, 2008) , de couleur argentée avec une teinte bleuatre & sa surface et d’une
densité de 8,69 (g.cm?®), présent a I’état naturel en grande concentration dans le

greenockite (https://www.rsc.org/periodic-table) mais aussi dans plusieurs minerais (Zn,

Pb et Cu) (Aranguren, 2008) , il se manifeste dans tous les sols a des teneurs de 1’ordre
0.1 a 1 mg/kg (Smolders et Mertens, 2013) jusqu’a 100mg/kg dans les sols pollués
(Poirel et al., 2013).Le cadmium est 1'un des huit métaux lourds les plus toxique (Guo et

al., 2023) ; classé comme cancérigéne par 'IRAC (IRAC, 2012); sans intérét pour les

5
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plantes (Otmani, 2018) il est tout de méme prélevé par ces dernieres essentiellement sous

forme d’ion libre (Grant et al., 1998).Le cadmium est utilisé dans la fabrication de piles,

de pigment rouge, et dans le traitement de surfaces, il est aussi employé comme anti algue

et comme agent de démoulage du PVC (Thiébaut, 1994).Les effets du cadmium sur les

étres vivants sont nombreux (Tableau.1)

Tableau 1 : Effets du Cadmium sur les organismes vivants

Effets sur les plantes

Références

Affecte le métabolisme et la synthése de la chlorophylle

(Jia et al., 2015)

Altération des propriétés structurales et fonctionnelles
(baisse, inhibition de la germination, et croissance des racines

et hypocotyles)

(Ahmad et al., 2012 ;Ali et
al., 2014)

Perturbe I’absorption des nutriments

(Rizwan et al., 2016)

Favorise la peroxydation

(Gill et al., 2012)

Modification de la composition lipidique de la membrane

plasmique racinaire de Pisum sativum

(Pél et al., 2007)

Effets sur les animaux

Références

L'anémie et I'éosinophilie; néphropathie et protéinurie

(Martelli et al., 2006)

Déformation de la colonne vertébrale (poisson)
altération d’activités enzymatiques et les mécanismes de

transport membranaire

(Messaoudi et al., 2009)

Affecte le systéeme reproductif (hormones )

(Aleksandrov et al., 2021)

Effets sur ’homme

Références

Inhibition du processus de réparation de I’ADN

(Stelmashook et al., 2022)

A un impact dans la survenue des maladies cardiovasculaires

induites par le tabagisme

(Lietal., 2019)

Augmente le risque de cancers gastro-intestinaux ;

pancréatiques

(Lin et al., 2018 ;Djordjevic
et al., 2019)
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2.6 Le nickel :

Le nickel est le 24°™ élément le plus rependu sur la croute terrestre et occupant la
deuxieme place du tableau périodique avec un numéro atomique 28 (Kumar et al., 2022).
C’est un métal gris-blanc, brillant, de densité de 8,8 (g.cm™) (Lahag et Drissi,2019) trés
résistant a la corrosion par I’eau, I’air ou méme par les produits alcalins mais se dissout
facilement dans des acides oxydants dilués. Tres résistant, il est utilisé dans la fabrication
d’acier inoxydables, de bijoux ou encore de monnaie (Kumar et al., 2022). Présent chez
les végétaux avec un ordre de 0,05 a 0,5 mg/kg de masse séche, il joue un réle dans
I’activation de 1’enzyme (uréase) impliquée dans le métabolisme de I’azote (Kathpalia et
Bhatla, 2018). Les effets toxiques du nickel sont énumérés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Effets du Nickel sur les organismes vivants

Effets sur les plantes Références

Réduction de la photosynthése (Sharma

Baisse de 1’absorption du fer Agrawal, 2005)

Diminue I’activité enzymatique jouant un role dans le cycle de| (Chbuike et Obiora,
Calvin 2014)

Réduit I’absorption des nutriments

Inhibition de la croissance des racines

Effets sur les hommes et les animaux Référence

toxique pour I’embryon et les reins (Sharma

Cancérogeéne et peut provoquer des allergies (ceil, peau, asthme) | Agrawal, 2005)

2.7 Facteurs influencant la mobilité des métaux lourds dans le sol :

2.7.1 LepHdusol:

Le pH est le facteur qui influence le plus sur 1’état des métaux lourds (Chardot, 2007).
La plupart de ces éléments accroissent en mobilité dans les sols a pH acide, comme dans le
cas du Cd, cela s’explique par le fait que les sites de liaisons sont occupés par les protons

H*, un phénomene inverse se produit dans le cas de pH élevé (Krika, 2014).
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2.7.2 Le potentiel rédox (Eh) :

Lui-méme lié inversement aux variation du pH (Huynh, 2009), le (Eh) agit sur I’état
oxydatif des métaux lourds et sur les oxydes minéraux (Rees, 2014). Les valeurs faibles de
ce potentiel, permettent une solubilisation des fractions minérales contenant des métaux
lourds (Chardot, 2007). En général, les conditions oxydantes aident a immobiliser les
metaux dans les sols alors que les conditions réductrices favorisent leur migration

accélérée (Negim, 2009).

2.7.3 L’activité biologique :

Les plantes (racines) associées aux micro-organismes (champignons et bactéries) agissent
sur la mobilité des métaux lourds dans les sols (Fig.2), sur trois principaux axes :
1) La solubilisation : par la production de composées acidifiant les sols et
augmentant ainsi la dynamique des élements meétalliques.
2) L’insolubilisation : par sécretion d’acides organique complexant comme 1’acide
oxalique.
3) La volatilisation : par biométhylation de I’As, du Se (Huynh, 2009) ou encore du

Hg par les microorganismes (Anger et al., 2005).

Grande mobilité
Adsorbés
Mobilité moyenne *  Argiles Mobilité moyenne

Incorporés dans les ¢ Oxydes de Fe et Mn Complexés
étres vivants * Carbonates de Ca o Matiére organique

¢ Faune

* Microflore \ /

SOLUBLES

‘,.::‘.5' \ Faible mobilité
\ Précipités
Phosphates
Trés faible mobilité Sulfures
Inclus dans les minéraux Hydroxydes
¢ Silicates Sels organiques
* Roches méres Carbonates

Figure 2 :Mobilité des métaux lourds (Badache, 2015)

2.7.4 Autres parametres :

Un faible indice de Capacité d’Echange Cationique « CEC » augmente la solubilité des

métaux lourds et ainsi leur absorption par les végétaux (Krika, 2014) alors qu’une

élévation de la température du sol et la présence d’une forte humidité (eau) favorisent la
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mobilité des métaux lourds (Eshghi et Malayeri, 1995).La formation de complexes entre
les espéces métalliques et les ligands organique ou inorganique a une influence sur la
mobilité des métaux, cette derniére dépend du type de métal, du type du ligand, et des
caractéristiques du sol...etc.(Negim, 2009).

2.8 Phytoremédiation

2.8.1 Apercu de la phytoremédiation :

Autrefois, les plantes étaient utilisées par les hommes comme reméde, nourriture, ou
comme matériaux de construction. Avec ’apparition et I’évolution des sciences, I’lhomme
s’intéressa alors a la classification, a la génétique et la physiologie des végétaux permettant
ainsi le developpement de biotechnologies, dont la phytoremédiation (Shmaefsky, 2020)
dont la véritable approche économique de celle-ci, n’est apparue qu’au début des années
2000 (Origo et al., 2012).

2.8.2 Définition :

La phytoremédiation est un aspect de la bioremédiation qui désigne I’ensemble de
procédés qui s’appuient sur 1'utilisation soit : de 1’association plantes- microorganismes ou
de plantes (originelles ou génétiqguement modifiées ) a caractéristiques écologiques (grande
biomasse), anatomiques (systeme racinaire développé et dense) et physiologiques
(tolérantes ou hyperaccumulatrices) distinctes pour des fins d’immobilisation
(phytostabilisation ), d’extraction (phytoextraction ) ou de dégradation (phytodégradation,
et rhizodégradation) des polluants (Fig. 3) présent dans les différents compartiments de la
biosphere (sol, eau) (Majeti et Freitas, 2003;Girard et al., 2011;Shmaefsky, 2020).Cette
technique permet « une atténuation naturelle orientée, c’est-a-dire de facon a réduire la
toxicité et les risques de transfert des polluants vers les cibles environnementales »(Girard
etal., 2011).

2.8.3 La phytoremédiation entre promesses et contraintes :

La phytoremédiation est une technique des plus prometteuse, a la fois efficace et
économique (100 a 10 000 fois moins chere que les méthodes artisanales) et non
énergivore (repose sur le solaire) (Origo et al., 2012) ; elle permet un recyclage des
végétaux comme denrées alimentaires (humaine ou animale) ou leur incinération pour

I’exploitation des contaminants (Shmaefsky, 2020).
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Applicable méme sur site et surtout respectueuse de 1’environnement, son large éventail
d’utilisation (dégradation et stabilisation) et le nombre de contaminants (métaux lourds,
HAP, explosifs, ,pesticides...etc.) et type de sites ciblés (sol, eau, zones d’entreposage de
déchets dangereux...etc.) permet de I’associer a d’anciennes méthodes pour augmenter la
performance de restauration des milieux dégradés (Dietz et Schnoor, 2001; Origo et al.,
2012;Shmaefsky, 2020).La dépollution des milieux par I’instauration de couvert végétal
procure aussi un aspect esthétique (Dietz et Schnoor, 2001) et un bien-étre du
comportement humain en réduisant le stress et en solidifiant les liens sociaux (Origo et al.,
2012).

Néanmoins, la phytoremédiation ne donne pas des résultats a court terme, la période
d’adaptation, le cycle de développement des plantes, leur degré de résistance, la
concentration des contaminants, leur état, leur localisation, leur pouvoir phytotoxique et la
nature des substrats et du climat sont tout autant de contraintes qui ralentissent le processus
de dépollution (Dietz et Schnoor, 2001 ; Origo et al., 2012 ; Shmaefsky, 2020).
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Phytovolatilization

— . Phytodegradation
Phytostabilization

Figure 3 : Les techniques de la phytoremédiation , tirée de Favas et al.(2014)

2.9 Plantes hyperaccumulatrices :

2.9.1 Définition :

Sont des plantes terrestres ou aquatiques (Jost et Jost-Tse, 2018),capables de stocker et
d’accumuler des métaux lourds et métalloides dans leur organismes (Tableau 3) a des
teneurs de cents a milles fois plus élevées que celles des plantes ordinaires (Reeves et al.,
2017), avec au moins 100 mg.g? (0.01% de la masse séche) de Cd, As et d’autres éléments
traces métalliques; 1000mg.g* (0.1% de la masse séche) de Cr, Co, Cu et Pb et 10.000
mg.g (1 % masse séche) de Mn et Ni (Majeti et Freitas, 2003).0n compte 721 espéces
hyper accumulatrices qui appartiennent a différentes familles, les brassicacées étant les
plus représentées, les plantes hyperaccumulatrices de Ni sont les plus dominantes avec 523

especes (Reeves et al., 2017).
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Tableau 3 : Plantes hyperaccumulatrices utilisées dans les différents processus de
phytoremédiation tiré de Khan et al.,(2020)

Technique

Plante

Meétaux lourds

Phytoextraction

Noccaea caerulescens

Brassica juncea

Zn, Cd
Zn, Cd,Pb,Ni,Cu,Cr

Phytostabilisation

Agrostis stolonifer

Lolium perenne

Cd, Pb, Zn, As, Cu
Cd,Pb,Zn

Rhizofiltration

Azolla pinnata

Pistia stratiotes

Cu
Ag,Cu,Cr,Cd,Hg,Zn,Pb

Phytovolatilisation

Brassica juncea

Nicotiana tabacum

Se
Hg
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3 Lagermination:

3.1 Définition de la germination des graines :

Est un ensemble d’évenements qui se déclenchent suite a la présence d’eau (imbibition) et se
finalise par I’apparition et 1’¢longation de la radicule (Ruiz et al., 2013) ce processus
physiologique permet un développement de I’embryon végétal contenu dans les graines
(Bewley et al., 2013).

3.2 Etapes de la germination :

3.2.1 L’imbibition :

C’est la toute premicre étape du processus de germination qui consiste en une absorption de
I’eau par les graines, elle est visuellement observable par le gonflement de celle-ci (Bewley et
al., 2013). Sa durée dépend des facteurs environnementaux mais aussi des caractéristiques
morphologiques et physiologiques de la graine comme la taille et le génotype (Naim, 2018).
Etape cruciale, car sans elle, la germination ne peut avoir lieu, 1’imbibition permet une
mobilisation des différentes réserves de la graine et ’activation des réactions meétaboliques

(Ruiz et al., 2013).

3.2.2 Activité métabolique :

L’humidification de la graine déclenche dés les premiére minutes une activation du
métabolisme (Naim, 2018) ou les réserves de la graine seront ainsi mobilisées pour permettre
le passage de I’état graine a I’état végétatif (Bewley et al., 2013). Elle s’initie par une
augmentation de la respiration et une synthese de protéines dont plusieurs enzymes

accompagnées par une synthese d’ARN et d’ADN (Naim, 2018).

3.2.3 Emergence de la radicule et I’hypocotyle :

L’émergence de la radicule et de I’hypocotyle annonce la fin de la germination et de la phase

d’hétérotrophie et le début d’une vie végétative autotrophe.

3.3 Graines:

Représente la structure ou I’enveloppe qui protége I’embryon, différe d’une espéce a une
autre selon la forme, la couleur, la taille et le poids. Les graines peuvent allées de quelques
millioniéemes de gramme a plusieurs kilogrammes (25 kg pour la graine du cocotier de mer)
(Bewley et al., 2013).
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3.3.1 Structure d’une graine :

3.3.1.1 Unembryon :

Représente la future génération d’une plante. 1l est composé d’un axe embryonnaire
représenté par la radicule et de feuilles primaires (cotylédons) qui permettront a la future
plantule d’étre en autotrophie (Bewley et al., 2013).

3.3.1.2 Tégument:

C’est ’enveloppe qui protége les substances de réserve et I’embryon des agressions externes
(Fig.4). 1l est constitué de deux couches de cuticule, une interne et I’autre externe (Bewley et
al., 2013).

Tégument

Cotylédons

(feuilles) ﬁ

Plante
embryonnaire
Radicule
(racine)

Albumen

©2020 Parlons sciences

Figure 4 : Composition d’une graine , tirée du site : ( https://parlonssciences.ca/ )

3.3.1.3 Substances de réserves :

En plus de jouer un r6le protecteur la graine représente aussi une source nutritive pour
assurer le développement de I’embryon aux premieres phases de germination (hétérotrophie).
Les glucides, lipides (TG, phospholipide, etc.) et protéines constituent les éléments majeurs.
D’autres constituants dits secondaires tels que les alcaloides, ne représentent aucuns réles

durant la germination et le développement de la plantule (Bewley et al., 2013).

3.4 Ladormance :
Phase de repos de la graine lui permettant de survivre lorsque les conditions externes ne sont

pas propices a la germination. Cette phase peut différer entre les graines d’une méme espéce,

13
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d’une saison a une autre et selon le lieu de présence de la graine. Elle est conditionnée par la
présence de sources nutritives (eau), par I’activité hormonale mais surtout étroitement liée
aux variations environnementales (température et humidité), qui contrélent les mécanismes
physiologiques de la graine (Ruiz et al.,, 2013).Cette stratégie adaptative, réversible et
temporaire commune a plusieurs taxon (plante, animaux et micro-organisme) définie en
anglais par le terme « bet-hedging » qui veut dire « stratégie de minimisation des risques » se
manifeste par une activité métabolique au ralentie. La dormance se fait par production de
graines chez les plantes (Lennon et Jones, 2011) ou encore d’ceufs chez les animaux
(Céceres et Tessier, 2003).

3.4.1 Dormance primaire :

Appelée aussi dormance innée, a période variable d’une espece a une autre et méme au sein
des graines d’un méme individu, elle se manifeste par un arrét de la croissance embryonnaire
au cours du développement de la graine, encore présente dans la plante. Quant aux causes de
cette dormance, plusieurs voies sont suggérées comme une présence d’inhibiteurs de

germination ou suite a un embryon immature (Ruiz et al., 2013).

3.4.2 Dormance secondaire :

C’est une dormance induite qui se manifeste lorsque la graine apte a germée mais ne 1’est
pas du fait des conditions environnementales non en sa faveur (température trop élevée ou un

apport de gaz carbonique éleve) (Ruiz et al., 2013).
3.5 Facteurs conditionnant la dormance et la germination :

3.5.1 Facteur exogenes :

3.5.1.1 Température et lumiere :

Les écarts de température journaliers ou saisonniers conditionnent le processus de
germination ; certaines graines ne germent que suite a ces fluctuations thermiques. Une forte
température due a une exposition prolongée aux rayons de soleil ou aux feux favorise la
germination de certaines especes de graines initiée par un changement structural du tégument
(dans le cas des Ericaceae) ou par le déchirement de ce dernier.

Certains spectres lumineux ont une influence directe sur la germination, comme le rouge et

le bleu. Les graines des plantes héliophiles se trouvant dans un endroit dont la végétation est
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dense ne laissant pas une pénétration optimale de la lumiéere reste en dormance (Ruiz et al.,
2013).

3.5.1.2 L’eau:

L’eau est 'un des facteurs les plus important dans le cycle de la graine et dans le
déclenchement de la germination, une teneur en eau dans le sol au-dessous des seuils
tolérables pour la germination annulerait cette derniére, cette valeur varie selon la
composition des graines, des tissues de réserves et de la proportion des axes embryonnaires.
En effet, ’¢élongation de la radicule dépend de la présence d’une source hydrique suffisante,
n’en reste tout de méme qu’une saturation des sols en eau est vecteur d’une carence en
oxygeéne qui causerait pour nombre de graines non adaptées une baisse de production de
I’énergie et donc un arrét complet de la germination (Ruiz et al., 2013).

3.5.1.3 Salinité :

La salinité des substrats influence plus au moins la capacité germinative des graines, il
dépend surtout de I’adaptation des graines aux conditions salines, les espéces halophytes
s’épanouissent sur des milieux salins et germent normalement, a I’opposé des plantes

« glycophytes » (Ruiz et al., 2013).

3.5.2 Facteurs endogenes :

3.5.2.1 Genes et hormones :

Jouent un rdle important dans la régulation de la dormance et du processus de germination.
Le ABA et GA sont les principaux régulateurs de ces mécanismes ; le premier agit en faveur
d’une entrée en dormance tandis que I’autre en un déclenchement et stimulation de la
germination. Les génes codant pour ces hormones sont directement liés aux fluctuations
environnementales, des conditions propices a la germination déclencheront une synthése de
GA et la dégradation de ABA (Naim, 2018).
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4 La famille des lamiacées :

4.1 Leslamiacées :

Appelée aussi « Labiatae » et connue sous le nom «famille de menthe » (Raja, 2012), a
distribution géographique cosmopolite (Coste et Flahault, 1937) mais activement présente dans la
zone s’étendant du bassin méditerranéen a 1’ Asie centrale (Eldjoudi, 2019). Elle est représentée par
236 genres et plus de 6000 especes (entre 6900 et 7200 especes), dominée par le genre Salvia (900
especes) (Raja, 2012).

En Algérie, elle est représentée par 29 genres et 149 espéces (Khemissa, 2020). Ce sont des plantes
a fleurs majoritairement aromatique connues pour leurs diverses utilisations que ce soit en parfumerie
ou en cuisine : la menthe, le basilic et la lavande ou comme ornement dans les jardins (le genre
Cloeus). Plantes a composes actif variés: huile essentiel (Tulsi), Méthanol (Mentha), Thymol
(Thymus), Forskoline (Coleus forskohlii) ...etc. Particulierement utilisées en médecine pour soigner :
les allergies, la bronchite, les irritations de la peau, les problemes cardiaques, maux de téte, la perte
d’appetit ...etc. (Raja, 2012).

4.2 Systématique :

Tableau 4: Systematique des lamiacées (Khemissa,2020)

Domaine Eucaryote

Regne Plante

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédone

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

4.3 Caractéristiques des lamiacees :

Types : Plantes herbacées ou arbustes, et quelques arbres (Raja, 2012) majoritairement
aromatiques : glandes sous-épidermiques dans la totalité de leurs parties (Coste et Flahault, 1937)
feuille, tige et fleurs (Bourkache et Ramdani, 2016) contenant une huile essentielle a propriétés

excitantes, toniques, stomachiques et sudorifiques (Coste et Flahault, 1937).
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Feuille : Généralement simples, opposées-décussées, verticillées (pour certaines plantes) (Coste et
Flahault, 1937 ; Raja, 2012 ; Aouina et Lakhdari, 2019).

Fleurs : Toutes les couleurs, presque toujours disposées en faux verticilles (Coste et Flahault,
1937).

Calice : Le calice est persistant, tubuleux voir en cloche, a 5 dents, plus rarement de 4 a 12 dents.

Tige : Quadrangulaire, poilue (Coste et Flahault, 1937 ; Raja, 2012).
Racine : Pivotante (Raja, 2012).

4.4  Principaux genres :

441 Genre « Mentha » :

Plante particulierement aromatique (Fig.5) ; la corolle
prend la forme d’entonnoir ; a 4 étamines presque
égales, écartées, droites, incluses ou saillantes. Feuilles
dentées ou crénelées ; petites fleurs roses, lilas ou
blanches (Coste et Flahault, 1937). Parmi les espéces,
on cite Mentha spicata L. et Mentha longifolia L.
(Brussell, 2004).

Figure 5 :Mentha viridis L. tirée de
(Menad et Dali, 2017)

4.4.2 Genre « Lavandula » :

Fleurs de couleur bleue ou pourpre ; un calice a 13-
15 nervures a 5 dents non égales, la supérieure en
capuchon, familial a la région méditerranéenne avec
I’espéce Lavandula stoechas L. (Fig.6) (Coste et
Flahault, 1937).

Figure 6 : Lavandula stoechas L., tirée de
Bourkache et Ramdani (2016)
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4.4.3 Genre « Salvia » :

Représenté  par des herbes et des sous-

arbusseaux (Fig.7) ; a 2 étamines et a fleurs verticillées

souvent grandes de couleur bleue, violacée, jaunatre ou

blanche, feuilles grandes a forme dentée ou crénelée ou
pennatifide (Coste et Flahault, 1937). Parmi les especes

appartenant a ce genre, on cite Salvia horminum L.,

Salvia verticillata L.et Salvia officinalis L. (Coste et

Flahault, 1937 ; Brussell, 2004). Figure 7: Salvia officinalis L., tirée
d’Annane et Boualili (2014)

4.4.4 Genre « Thymus » :

A petites feuilles et a fleurs pourpres rosées ou blanches (Coste et Flahault, 1937), plantes
aromatiques fréquentes a la méditerranée (Grece, Italie), mais qui sont aussi cultivées dans d’autre
régions. Reconnues pour leurs vertus antiseptique et antifongique et antiparasitaire, elles utilisées
ainsi pour I’hygiéne buccale, le nettoyage de la peau et 1’éradication des poux et aussi pour soigner

les maladies gastro-intestinales, les diarrhées mais aussi pour les troubles d’appétit (Raja, 2012).

4.5 Genre « Ballota » :

45.1 Présentation :

Mot tiré du grec « ballo » qui signifie je rejette, car les plantes dégagent une odeur désagréable. Ce
sont des plantes vivaces présentes en Europe en Asie tempérée et en Afrique boréale et australe
(Coste et Flahault, 1937). En Algérie, il n’est représenté que par deux especes (B. nigra Lamk. et B.
hirsuta Benth.). Il est surtout connu pour étre utilisé a des fins de médecine traditionnelle ; soigner les

maux de téte les nausées, les blessures, ’asthme ou encore la malaria (Khemissa, 2020).

4.5.2 Caractéristiques :

Calice en forme d’entonnoir, & 10 nervures et a 5 dents, pliées en long, mucorinées ; a 4
étamines paralléles ; a fleurs verticillées pourpres ou blanches et a feuilles contenant des pétioles ;
une tige rameuse velue et feuillée (Coste et Flahault, 1937). C’est un genre tres riche en composés

chimique : les flavonoides, diterpénes, huiles essentielles, phytostérols, ...etc. (Khemissa, 2020).




4.5.3 Espéces:

Le genre Ballota regroupe 31 especes (Tableau5) :
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Tableau 5: Especes du genre Ballota, tiré de Roselli et al.(2019)

B.andreuzziana

B. somala

B.undulata

B. platyloma

B.damascena

B.hildebrandtii,

B. hirsuta

B. bullata

B.africana

B.macrodonta

B.rotundifolia

B. rupestris,

B.macedonica

B. aucheri,

B.integrifolia

B.antilibanotica

B. royleoides

B. saxatilis

B. philistea

B.pseudodictamnus

B. kaiseri

B. semanica

B. cristata

B. stachydiformis

B. frutescens

B. larendana

B.acetabulosa

B.labillardieri

B.wettsteinii

B. nigra

B. fruticosa

4.5.4 Ballota nigra (Lamk.) :

Connue sous le nom de « marrube noir » ou « ballote noir », est une plante herbacée vivace de la
famille des lamiacées (Fig.8) de 40 a 80 cm (jusqu’a 1 m) de hauteur, qui pousse sur les terrains
incultes dans les haies, chemins, et
bordure de route. Présente en
Europe (France et en Corse), en
Asie occidentale, en Afrique
septentrionale et en Ameérique du
nord (Coste et Flahault, 1937 ;
Larousse, 2001). La période de
floraison s’é¢tend de Mai a
Septembre. Plante a tige
Quadrangulaire, rameuse et poilue,
a feuilles ovales ou arrondies,
crénelées nervées-réticulées de
couleur vert sombre ; fleurs
verticillées (verticilles compacts et

écartés) pourpres (quelque fois d . .
Figure 8: Ballota nigra Lamk, tirée du site : ( https://planteset.com/)

blanches). Les bractéoles sont
19
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abondantes (Coste et Flahault, 1937) et le calice est tubuleux, prenant forme d’un entonnoir, al0
nervures et 5 dents (Enderlin, 1996). La corolle est en forme de tube dont la levre supérieure est
couverte en dehors de poils blancs (Coste et Flahault, 1937). Les feuilles de la ballote noire étaient
au paravent utilisées par les grecs pour soigner les morsures de chien, ou comme antiseptique (plaie
et ulceres). Plante sédative et antispasmodique, elle peut étre indiquée pour soigner la goutte et
I'arthrite (Larousse,2001).

4.5.5 Ballota hirsuta (Benth) :

Appelée aussi Ballota hispanica, est une plante vivace atteignant 60 a 80 cm de hauteur ligneuse a

la base ; a tige velue de poils glandulaires, feuillesde 3 a 6 cm de long sur 3 @ 5 cm de largeur

présentes au bas et au milieu de la tige ; sont ovales suborbiculaires, crénelées et cordées ou
tronquées a la base. Le calice campanulé de 10 a 12 mm et les fleurs en verticilles. Les bractéoles de
3 a 8 mm, linéaires-subulées et membraneuses. La corolle violette ou blanche, de 14 a 16 mm
(Enderlin, 1996).Plante dont I’huile essentielle est dotée d’une importante activité antimicrobienne
(Kechar et al., 2015), essentiellement utilisée par les population de la région du Maghreb (ouest
algérien, les Haut Atlas et le Maroc) (Khemissa, 2020).Employée soit en poudre ou en pate pour
soigner les blessures et calmer les troubles liées aux rhumatisme, ceux dit gynécologique (stimulation
de la grossesse ou atténuation de la nervosité liée a la ménopause) (Kechar et al., 2016) ou encore

les troubles gastro-intestinaux (Khemissa, 2020).




Partie 11 :

Partie expérimentale

Chapitre 1 :

Materiels

Et Meéethodes




Matériels et méthodes

5 Matériels et méthodes :

5.1 Site d’étude :
L’expérimentation a été réalisé au niveau du « Laboratoire de Recherche en Ecologie et

Environnement »au sein de 1’Université A. MIRA de Bejaia (Targa Ouzemour) dans le but
d’étudier I’effet du nickel (Ni) et du cadmium (Cd) sur la germination des graines du Ballota

hirsuta Benth.

5.2 Origine du matériel végeétal :
Les graines utilisées dans cette expérimentation sont des semences de Ballota hirsuta B.

d’origine de la wilaya de Sidi Bel Abbés (Fig.9) qui étaient récoltées en mois d’Aout 2022.

La wilaya de Sidi Bel Abbeés

8
La meér Méditerranée

Figure 9 : Lieu de la récole tiré de Google Earth(2023)

5.3 Etude de la germination :

5.3.1 Matériels utilisés :

» Graines de Ballota hirsuta L.
» Balance analytique
» 27 Boites de pétries
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» Ciseaux
» Une pince
> Papier absorbant
» Etuve
» 08 bouteilles en plastique 0,5 L
» Pipette graduée de 10 ml
» Becher de 50 ml
» Crayon
» Parafilm
» Micro spatule
Les réactifs :

> Eau distillée
» Eau de Javel (NaClO)
> Sulfate de Cadmium (Cd (NO3)2)

» Sulfate de Nickel (NiSO.)

5.3.2 Protocole :

5.3.2.1 Désinfection des graines :

e Dans un bécher, nous avons verse 45 ml d’eau distillée a I’aide d’une pipette et nous
avons ajouté5 ml d’eau de javel.
Nous avons désinfecté les graines avant de les disposer dans des boites pétries avec la
solution précédente (eau de javel diluée a 10%) en prenant soins que toutes les graines
soient submergées pendant 8 minutes.
Une fois cette étape achevée, nous avons soustrait I’cau de javel avec une pipette.
Nous avons ensuite rincé les graines avec de 1’eau distillée, en répétant 1’opération
cing fois pour une élimination totale de chlore (Fig.10).
> !;;bw‘ d 4 4
, e
: e
»’ .

Figure 10 :Etape de désinfection des graines
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5.3.2.2 Sechage des graines :

Sur un papier absorbant, nous avons disposeé les graines d’une fagon dispersée pour accélérer

le séchage.

5.3.2.3 Préparation des concentrations :

Nous voulons préparer un volume de 100 ml pour chaque concertation, pour se faire 100 ml
d’eau désilée a été versée dans chaque bouteille. Aprés, chaque bouteille a été étiquetée par le

nom du métal qu’il convient ainsi que sa concentration correspondante (Fig.11).

Figure 11 :Solutions des différentes concentrations du Nickel et du Cadmium

e Nous avons pesé ensuite avec une balance analytique la masse nécessaire du métal pour

chaque concentration (Fig.12).

Figure 12 : Etape de pesage (Ni)
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e Vu que nous voulons préparer des concentrations de 1’ordre de 50,100,150 et 200 ppm

pour un volume de 100 ml.

On Donne I’exemple de 100 ppm de Ni :

On sait que 100 ppm——» 100mg/L

e Puisque notre volume est de 100 ml donc
100mg 1000 ml
Donc : 10 mg 100ml

Il nous faudra 10 mg de Nickel pour une concertation de 100 mg/I

e Apres calcul, les masses correspondantes pour chaque concentration

sont énumérer dans le tableau 6.

Tableau 6 :Les concentrations des solutions de NiSO4 et Cd(NO3)2 et leurs masses en mg et

MM (Les concentrations en pM sont réalisées a partir du site : (http://www.endmemo.com/ )

Concentration en ppm 50 ppm | 100 ppm 150 ppm 200 ppm

Masse en mg 05 10 15 20

Masse en g : 0.1 : 0.2

Concentration en uM de Cd(NO3)2 845.94

Concentration en UM de NiSO4 1292.35

5.3.2.4 Traitement des graines :

e Nous avons déposeé avec une pince 25 graines dans chaque boite.

e Pour chaque boite nous avons ajouté 7 ml de la solution du métal adéquate (en prenant

soins de disperser les graines dans les boites avec la pince pour faciliter ’observation

de la germination (Fig.13)



http://www.endmemo.com/chem/mmass.php
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Figure 13 : Etape de traitement des graine

e Les boites de Pétri ont été fermées hermétiquement avec du parafilm pour garder
I’humidité (Fig.14).

Figure 14 :Etape d’encerclement des boites avec du Parafilm

e Enfin, nous avons placé les boites dans une étuve a une température de 22C° pendant

20 jours (le temps de germination) (Fig.15).

Figure 15 :Etape de la mise en étuve des boites

25




Matériels et méthodes

5.3.2.5 Comptage des graines :

e Nous avons procédé au comptage des graines germees tous les 48 heures pendant 20
jours
Au bout du 20 *™ jour, les boites ont été ouvertes pour mesurer les parties radiculaires
et hypocotylaires (Fig.16). La mesure a été faite avec du papier millimétrique
(Fig.17).

Pour chaque lot, 03 échantillons ont été pris (grande, moyenne, petite pousse)

Figure 16 : Graine de Cd (50 ppm)germées au vingtieme jour
B

—=
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T
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Figure 17 : Etape de mesure la radicule et de I’hypocotyle sur un papier millimétrique

5.4 Extraction des protéines :

Cette opération est faite au 20 ™ jour de la germination dans le but de lire les absorbances a

une longueur d’onde de 595 nm.
5.4.1 Matériels utilises :

> Mortier

> Balance analytique
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Tubes (de la centrifugeuse)
Tubes a essai
Spectrophotométre
Centrifugeuse

Vortex

Spatule

Pipette graduée de 10 ml

YV V V VYV V V VY V

Micro pipette

Les réactifs :
» Tris-HClapH 8.1

> Réactif de Bradford

5.4.2 Protocole :

e Les protéines ont été extraites et dosées selon la méthode de Bradford. On prend 20 mg
(a approximatif) de matiere végétale pour chaque boite qui sera broyée a froid dans un
mortier avec 2 ml de tampon Tris-HCI ph 8.1. (Fig.18)

Figure 18 :Etape de broyage du matériel végétal

e Le broyat a éte centrifugé a 1300 tr/min pendant 10 min.
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5.4.2.1 Ledosage:

e A I’aide d’une micro pipette, nous prélevons 500 pl du surnageant qu’on place dans
un tube. On rajoute 3 ml de réactif de Bradford. (Fig.19).

2 W

Figure 19 :L’ajout du réactif de Bradford aux surnageant

e On homogénéise I’ensemble avec le vortex, puis on les incube pendant 24 h. La
lecture des absorbances est effectuée avec le spectrophotométre a une longueur d’onde
de 595 nm. (Fig.20).

e [’étalonnage est réalisé sur un blanc constitué de 100ul d’eau distillée et de 3 ml de

réactif de Bradford.

SPFECORD; 2310

Figure 20 : Mesure de ’absorbance avec le spectrophotométre

5.4.2.2 La courbe d’étalonnage :

La gamme d’étalon est réalisée a partir d’une solution mere de sérum albumine de beeuf

(BSA) 2 mg/ml. Une gamme des solutions filles & des concentrations croissantes est préparée.
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La courbe d’étalon tracée servira a déterminer la quantité de protéines solubles dans 1’extrait

végétal (Tableau?).

Tableau 7 :Concentrations des solutions

Concentration | 50 100

BSA 20 50

5.5 Taux final de germination :

La germination est notée par comptage effectué toutes les deux jours, jusqu’au 20"™ jour.
Le pourcentage de graines germées est déterminé par le rapport entre le nombre des graines
qui ont émergé une radicule d’une taille d’environ 2 mm sur le nombre total de graines

incubées (Allen et Alvarez, 2019).

D’ou:

G (%) : est le pourcentage de germination.

G (%) =100 (7—)

NGG : est le nombre des graines germées

NTG : est le nombre total des graines incubées.

5.6 Vitesse de germination
La vitesse de germination est définie selon Céme (1970) comme étant le temps mis par les

semences pour germer ; elle peut s'exprimer par un pourcentage, un temps ou un coefficient.

Nous l'avons exprimée en temps selon la relation de Kotowski (1926) :

_ NIT1+N2T2 + N3T3.....NnTn
N N1+ N2+ N3+ --Nn

5.7 Lacinétique de la germination

La cinétique de germination est une courbe de germination qui décrit le déroulement de la
germination du lot de semences considéré placé dans des conditions bien précises. Elle
représente le plus souvent I'évolution des pourcentages de germination cumulés en fonction
du temps. Cette cinétique est établie a partir des taux cumulés de graines germées c'est-a-dire

la variation des taux de germination en fonction du temps exprimé en jour.
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5.8 Indice de vigueur des pousses

L’indice de vigueur des pousses (IVP) a été calculé selon la méthode donnée par Abdel-
Baki et Anderson (1973) :

IVP = (taille moyenne de I’hypocotyle + taille moyenne de la radicule) X PFG

5.9 Analyse statistique
Pour chacun des essais appliqués, les résultats obtenus sur trois répétitions a raison de vingt
graines par boite de Pétri sont statistiquement analysées par le logiciel SPSS pour Windows,

version 22. Une analyse de la variance a deux facteurs (ANOVA 1) a été effectuée pour la

comparaison de plusieurs moyennes.
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5. Résultats et discussion :
6.2 Reésultats :

6.2.1 Paramétres physiologiques :

A/ Pourcentage final de germination :

La figure 21 représente les résultats des pourcentages finaux de germination,
D’apres les résultats obtenus on constate que :

e L’analyse de la variance affiche une différence hautement significative de 1’effet des
deux métaux lourds, de leurs concentrations et de I’interaction de ces deux facteurs sur
les pourcentages finaux de germination (P < 0,001 ; Annexe 1).
Le PFG le plus important a été enregistré chez les graines soumises a la concentration
de 50 ppm de Ni avec un taux de 90 %, suivis d’un PFG de 79 % pour les graines
témoins et 78% chez la graine traitée par 50 ppm de Cd
Plus les graines sont stressées avec des concentrations élevées de Ni et Cd plus le

nombre final de graines germées (exprimé en PFG) baisse, ce phénomeéne est plus

marqué chez les graines soumises au stress du Cd (le PFG va de 79% a 50 ppm

jusqu’a atteindre seulement 3% a 200 ppm) par rapport aux graines traitées par le Ni
ou le PFG était de 88% dans la concentration la plus faible (50 ppm) jusqu’a arriver a

8% chez la dose métallique la plus importante (200 ppm).

ML = 25, 84%** C=97 63%%* ML= C= 7,12%%*

0 a0 100 150 200

Concentrations (ppm)

Pourcentage final de germination (%) _
[} I O ] =
Q Q [=] Q o

=)

Figure 21: Effet du Ni et Cd sur le pourcentage final de germination des graines de Ballota
hirsuta soumises a différente doses métalliques. Les résultats de I’analyse de variance
(ANOVA 1) indiquant les effets des métaux lourds (ML), des concentrations (s) et de leurs
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interactions (ML x C) sur le PFG sont également donnés. Ou, les nombres indiquent les
valeurs F; *** : P < 0.001

B/ Temps Moyen de Germination (TMG) :

La Figure 22 illustre I’effet du Ni et Cd sur le temps moyen de germination des graines de
Ballota hirsuta soumises a différente doses métalliques :

e Malgré la fluctuation dans les valeurs du TMG, les effets individuelle et interactive
des deux variantes (ML et C) n’affichent aucune signification sur les valeurs de TMG
(P >0.05; Annexe I1).
On note que les graines témoins ont un TMG de 2,9 jours.

Pour les concentrations de 50,100 et 150 ppm de Ni, le TMG devient de plus en plus
important (les graines stressées avec 50 ppm ont un TMG de 3jours, et de 3,7 jours
pour 150 ppm).

Un phénoméne inverse était note dans le cas des graines soumises au Cd, nous avons
remarqué que plus les graines sont stressées avec des concentrations croissantes de ce
dernier, plus le TMG se raccourcit, sachant que pour les deux concentrations
intermédiaires de Cd (100 et 150 ppm) le TMG est un peu pres egale (= 2,28 jrs pour
100 ppm et 2.33 jrs pour 150 ppm)

»

ML = 3,75ns C=0,029ns ML x C =0,42ns

o1

SN

N

-

Temps moyen de germination (jours)
w

o

50 100 150
Concentrations (ppm)

Figure 22 : Effet du Ni et Cd sur le temps moyen de germination des graines de Ballota
hirsuta soumises a différente doses métalliques. Les résultats de I’analyse de variance
(ANOVA 1) indiquant les effets des métaux lourds (ML), des concentrations (s) et de leurs
interactions (ML x C) sur le PFG sont également donnés. Ou, les nombres indiquent les
valeurs F ; ns : non-significatif (P > 0.05).
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C/ Cinétique de la germination :

La figure23 presente I’effet du Ni et Cd sur la cinétique de la germination en fonction du
temps pour I’ensemble des deux métaux étudiés. Les courbes de germination permettent de

distinguer 3 phases :

-Une phase sensiblement linéaire représentant la période de latence (la période d’imbibition
de I’eau).

-Une phase intermédiaire, représentant une évolution exponentielle du pourcentage de
germination.

-Une troisieme phase correspondant a un palier représentant une stabilisation de la

germination.

Pour le Ni :
e On note que le temps de latence est identique chez les graines témoins et celles
stressées (I’émergence de la radicule commence au 6™ jour).
e Le taux maximal des graines germées est atteint au 16™ jour pour les graines témoins
et celles soumises a 100, 150 et 200. Pour les graines soumises a 50 ppm la

germination n’est achevée qu’au bout du 18*™ jour.

Pour le Cd :

e Dr’apres la figure 23, on remarque que le temps de latence est comparativement
similaire a celui des graines stressées au Ni, sauf pour 200 ppm ou les graines ont mis
un peu plus de temps pour germer (qu’aprés le du 8™ jour).

Contrairement au graines traitées par le Ni, la stabilisation de la germination était

hautement hétérogéne pour les graines stressées par le Cd. Elle était constatée le 6

jour pour les graines soumises & 150 ppm, 8™ jour pour 200 ppm, 10%™ jour pour

100 ppm, 16®Mpour les graines témoins et jusqu’au bout du 18°™ jour pour 50 ppm.




Résultats et discussion BEZ

=B=Temain  ==50ppm (NI)

| 4B=Témoin =I=50ppm (Cd)
==100ppm  =E@=150pp

=0=100ppm =f=150ppm

= =200ppm
= =200ppm

(=2
(=1

=
[=]

Germination {3}
Germination {25}

Jour

Figure 23: Effet du Ni et Cd sur la cinetique de la germination de des graines de Ballota
hirsuta.

6.2.2 Parametres biomeétriques :

A/ L’effet du Ni et Cd sur la taille de la radicule :

La figure 24 presente la variation de la taille de la radicule chez les graines stressées par
différentes concentrations de Ni et Cd, on constate :

e Une différence statistique hautement significative (P < 0.001) induite par les
concentrations utilisées sur la taille de la radicule alors que ni le type du métal ni
I’interaction ML x C avaient un impact significatif (P > 0.05 ; Annexe IlI) sur ce
parametre étudié.

e La taille de la radicale chez les graines témoins est de 2,5 cm ; pour les graines
soumises aux deux métaux, nous avons enregistré un développement trés minime de la
radicule, dont la taille diminue au fur et a mesure que les concentrations augmente : la
plus grande taille que nous avons notée pour les graines stressées était de 0,6cm pour
le cas de 50ppm de Cd
La taille de la radicule était plus impactée par le Ni que par le Cd dans les

concentrations de 50, mais ce constat s’inverse avec les concentrations de 100 ppm et

plus.
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Figure 24: Effet du Ni et Cd sur la taille de la radicule des pousses de Ballota hirsuta
soumises a différente doses métalliques. Les résultats de 1’analyse de variance (ANOVA II)
indiquant les effets des metaux lourds (ML), des concentrations (s) et de leurs interactions
(ML x C) sur le TR sont egalement donnés. Ou, les nombres indiquent les valeurs F ; ns :
différence non significative et *** : P < 0.001.

B/ L’effet du Ni et Cd sur la taille de ’hypocotyle :

La figure 25 représente I’effet du Ni et Cd sur la taille de ’hypocotyle des pousses de

Ballota hirsuta soumises a différente doses metalliques :

e [’analyse de la variance a révélé une différence non significative enregistrée pour le
type des métaux ainsi que Ieffet interactive entre métaux lourds et leurs
concentrations, alors que cette derniére source de variation seule a un effet significatif
sur la taille de ’hypocotyle (P < 0.001 ; Annexe 1V).

e On remarque que la taille de I’hypocotyle chez les témoins était d’environ 1,6 cm,

alors que celles des graines soumises au Ni et Cd diminue d’une concentration a une

autre (50 et 100 ppm), sachant qu’on n’a pas eu un développement de ’hypocotyle

chez les graines stressées avec 150 et 200 ppm. Néanmoins, nous pouvons conclure
que la taille de ’hypocotyle est plus impactée par le Ni (a 50 ppm la taille est de 0,4
cm pour le Ni, et de 0,3 cm pour le Cd).
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Figure 25: Effet du Ni et Cd sur la taille de I’hypocotyle des pousses de Ballota hirsuta
soumises a différente doses métalliques. Les résultats de 1’analyse de variance (ANOVA II)
indiquant les effets des metaux lourds (ML), des concentrations (s) et de leurs interactions
(ML x C) sur le TH sont également donnés. Ou, les nombres indiquent les valeurs F ; ns :
différence non significative et *** : P < 0.001.

C/ Indice de vigueur des pousses :

La figure 26 représente I’effet du Ni et Cd sur I'indice de vigueur (Iv) des pousses de

Ballota hirsuta soumises a différente doses métalliques.

e L’indice de vigueur des pousses est statistiquement significativement influencé
exclusivement par les doses métalliques utilisées (Annexe V).
Ici, on constate que I’indice de vigueur est plus important chez les pousses témoins
avec Iv d’environ 327, alors que pour les échantillons stressés la plus grande valeur
est de 91,5 pour 50 ppm de Cd.

e Au niveau métallique les plus élevés (150 et 200 ppm), cet indice devient nul.
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Figure 26: Effet du Ni et Cd sur I’indice de vigueur des pousses de Ballota hirsuta soumises
a différente doses métalliques. Les résultats de I’analyse de variance (ANOVA 1) indiquant
les effets des métaux lourds (ML), des concentrations (s) et de leurs interactions (ML x C) sur
I’IVP sont également donnés. Ou, les nombres indiquent les valeurs F ; ns : différence non
significative et *** : P < 0.001.

6.2.3 Parameétre biochimique

Protéines Solubles :

La figure 27 représente ’effet du Ni et Cd sur la teneur des protéines solubles des pousses

de Ballota hirsuta soumises a différente doses métalliques.
e [’ANOVA II indique que seulement les concentrations utilisées ont un impact
significatif sur la teneur des protéines solubles (P < 0.001 ; Annexe VI)

e Onremarque que la plus grande quantité des protéines solubles a été trouvé a 150ppm
pour les deux métaux (Cd = 263,87 mg/g ; Ni = 223,36 mg/g) suivie par 50ppm de Ni
(104,60 mg/g) et 100ppm de Cd (84,33 mg/qg).

e Notant que la plus faible quantité de protéines solubles est marquée chez les témoins

avec pas plus 31 mg/g MVF.
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Figure 27: Effet du Ni et Cd sur la synthése des protéines solubles des pousses de Ballota
hirsuta soumises a différente doses métalliques. Les résultats de I’analyse de variance
(ANOVA 1) indiquant les effets des métaux lourds (ML), des concentrations (s) et de leurs
interactions (ML x C) sur le PS sont également donnés. Ou, les nombres indiquent les valeurs
F ; ns : difference non significative et *** : P < 0.001.

6.3 Discussion :

Dans cette étude, la germination des graines de B. hirsuta Benth. a été étudiée en réponse
a des stress métalliques (c.-a-d. Ni et Cd). Les résultats ont montré que le pourcentage de
germination des graines de cette espece a été affecté aux concentrations de 150 et 200 ppm
des deux metaux. Les résultats ont montré également un retard du déclenchement de la
germination chez les graines stressées avec 200 ppm de Cd ; le taux final de germination est

quant a lui plus impacté par le Cd (max. 78% a 50 ppm) que par le Ni (max. 90% a 50 ppm).

Nous avons étudié comment le traitement des graines par le Ni et Cd affecte le pouvoir
germinatif et le début de croissance des plantules. Nous avons noté une baisse graduelle des
paramétres de croissance et de germination avec 1’augmentation du stress métallique, ceci
est en conformité avec les résultats des travaux de Aydinalp et Marinova (2009) qui ont
travaillé sur I’effet des ions métallique de Cd, Ni, Cr, Cu et Zn sur Medicago sativa
(Alfalfa). Shafiq et al. (2008) par exemple, ont noté un effet toxique du cadmium et de
plomb par une réduction de la germination des graines et la croissance des semis (racine)
chez I’espéce Leucaena leucocephala traitée avec 25, 50, 75 et 100 ppm-Cd et de Pb. Pour

le nickel, nous résultats vont au sens des travaux menés par Visioli et al. (2014) que ce

métal n’est toxique seulement lorsqu’il est présent en grande concentration, (3.1 ppm et 6.3

38




Résultats et discussion

ppm) cela peut s’expliquer par le fait que le Ni est considéré comme un micronutriment

stimulant le processus de germination et la croissance des plantules (Brown et al.,1987).

Notre étude a souligné une diminution de la longueur de la radicule et de I’hypocotyle, voir
une inhibition totale de ce dernier dans les fortes concentrations de métaux lourds. De
méme, Fatarna et al. (2017) et Touaihia (2021) ont abouti au constat similaire sur d’autres
especes Vvégétales soumises a d’autres métaux. L’étude de Marquez-Garcia et al. (2013)
sur le stress métallique (Ni, Mn, Cu et Zn) mene sur deux especes Atriplex halimus et
Salicornia ramosissima a montré une baisse de la longueur de I’hypocotyle dans les
concentrations supérieures a 250 uM et celle de la radicule a partir de 100 uM de Ni pour la
premiere espéce. Chez la seconde ; le Ni avait plutét un effet positif sur la croissance de la
radicule a 10 uM. L étude de Liu et al. (2012) entrepris sur 1’effet du Cd sur Suaeda salsa a
démontré aussi que ce metal exerce un effet négatif sur la germination, et la taille de
I’hypocotyle et de la radicule a des concentrations tres minimes (0.1 ppm a 6 ppm). Selon
cette méme étude le cadmium semble empécher 1’absorption et le mouvement de 1’ecau dans
les axes embryonnaires ce qui rend les graines moins développées. Un arrét de la division
cellulaire et I’altération de 1’activité PSII peuvent étre a I’origine d’inhibition de plusieurs
processus vitaux tels que la respiration ou encore la photosynthese qui inhibent a leur tour
’activité cellulaire et son élongation, ce qui explique le faible développement de racines et
de I’hypocotyle. Le retard du déclenchement de la germination observée dans notre étude

peut étre da a plusieurs troubles dans la chaine événementielle du métabolisme germinatif.

Selon Shafig (2008) la baisse de la germination peut étre due a une mobilisation accélérée
des substances de réserves ou encore une détérioration des propriétés de la perméabilité
sélective des membranes cellulaire sous stress métallique. Les métaux lourds affectent les
enzymes hydrolytiques tel que les amylases jouant un rble dans le métabolisme de

substances (protéine et sucre) ce qui empéche aux sources nutritives de parvenir jusqu’a la

radicule et I’hypocotyle, ce qui réduit les cellules méristématiques et freine ainsi

I’élongation de ces derniéres. Nous avons aussi noté une synthése d’une grade quantités de
protéines solubles dans les deux dernieres doses de Ni et Cd, nous suggérons que la plante
acquiere une adaptation au stress métallique par une production d’enzymes antioxydants ou
d’acides aminées comme I’ascorbate ou la proline ou encore des phytochélatines
(Messaoud et Akrout, 2019).




Résultats et discussion

Les effets du Cd et du Ni sur les plantes est variables, ils dépendent & la fois du métal en
question, de sa concentration, de I’espece végetale mais aussi des variations physiologiques
intra spécifiques. Le cadmium n’est considéré comme un micronutriment, de ce fait, méme a

des concentrations traces, il impacte la croissance des plantes et diminue le poids sec et la

synthese de la chlorophylle et provoque une carence en Fer inhibant le processus de

photosynthése. Le Cd provoque un stress oxydatif par diminution des enzymes et des
métabolites antioxydant ou a travers une production de radicaux libres ce qui porte préjudice
aux membranes (Hasan et al., 2009). Le nickel induit des changements morphologiques et
provoque un arrét de synthése des chloroplastes, et déclenche des changements structuraux
de ces derniéres, il provoque aussi un blocage de transfert d’électron qui s’accompagne par
une inhibition de la photosynthése. Le Ni module notamment I’activité enzymatique et la
perméabilité membranaire des cellules ce qui provoque des fluctuations dans les teneurs des

organes de la plante en nutriments (Bhalerao et al., 2015).




Conclusion

7 Conclusion :

Les métaux lourds sont naturellement présents sur terre mais les différentes activités
humaines ont contribué¢ a ’amplification et a I’ajout d’énormes quantités. Ces derniers sont
aujourd’hui répandus dans I’ensemble de la biosphére, leur caractére persistant et non
biodégradables fait de ces éléments un vrai défi environnemental qui menace 1’équilibre des

écosystemes.

Les plantes sont la base biologique la plus impactée par la pollution métallique mais aussi
une des solutions les plus prometteuse en terme de décontamination des milieux impactés

que ¢a soit le sol, I’eau ou méme I’air.

L’objectif de notre étude a été de mettre en évidence I’effet du Ni et de Cd sur deux stades
cruciales dans la vie d’une plante, la germination et le début de croissance, pour évaluer le
degré de tolérance de Ballota hirsuta. Nous avons pris comme spécimen cette espece car
c’est une plante abondante dans la région méditerranéenne mais aussi du fait de son utilité
anthropogénique (plantes aromatique, employé en parfumerie et en phytothérapie) et
¢cologique. Notre ¢tude a démontré que le Ni et le Cd avaient pour I’ensemble des
parametres etudiés un effet non significatif. Nous avons aussi souligné une meilleure

tolérance germinative vis-a-vis du nickel par rapport au Cd (50 et 100 ppm).

La suite possible de ce travail consisterait a confirmer la tolérance de cette plante au nickel,

et d’orienter les recherches vers d’études biochimique, physiologique qui permettront de

savoir si cette espece peut étre exploitée dans la décontamination.
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Annexe |

Tests des effets intersujets

Variable dépendante: PFG

Somme des
carrés de type

Source 1 Carré moyen Signification

Modéle corrigé 34165,8672 3796,207 49,430 ,000
Constante 60570,133 60570,133| 788,674 ,000
Cncentration 29992,533 7498,133 97,632 ,000
ML 1984,533 1984,533 25,840 ,000
Cncentration * ML 2188,800 547,200 7,125 ,001
Erreur 1536,000 76,800
Total 96272,000

Total corrigé 35701,867

a. R-deux = ,957 (R-deux ajusté = ,938)
Annexe |1
Tests des effets intersujets

Variable dépendante: TMG

Somme des
carrés de type

Source 11} Carré moyen Signification

Modéle corrigé 1,047 , 767
Constante 251,946 ,000
Cncentration ,050 ,998
ML 6,354 ,067
Cncentration * ML , 718 , 789
Erreur 1,693
Total

Total corrigé




a. R-deux = ,218 (R-deux ajusté = -,134)

Annexe |11

Tests des effets intersujets

Variable dépendante: TR

Source

Somme des
carrés de type
1]

Carré moyen

Signification

Modéle corrigé
Constante
Con

ML

Con * ML
Erreur

Total

Total corrigé

26,1842

15,170

26,105

,000

,080

, 752

42,107

26,936

2,909

15,170

6,526

,000

,020

,038

77,392

403,547

173,603

,000

,530

,000

,000

,000

1,000

, 715

a. R-deux = ,972 (R-deux ajusté = ,960)




Annexe 1V

Tests des effets intersujets

Variable dépendante: TH

Source

Somme des
carrés de type
1]

Carré moyen

Signification

Modéle corrigé
Constante
Con

ML

Con * ML
Erreur

Total

Total corrigé

11,2442

5,518

11,162

,029

,053

1,851

18,613

13,095

1,249

5,518

2,790

,029

,013

,093

13,498

59,622

30,149

314

,143

,000

,000

,000

,582

,964

a. R-deux = ,859 (R-deux ajusté = ,795)




Annexe V

Variable dépendante:

Tests des effets intersujets

IVP

Source

Somme des
carrés de type
1]

Carré moyen

Signification

Modéle corrigé
Constante
Con

ML

Con * ML
Erreur

Total

Total corrigé

463612,6552

220917,845

462348,258

14,054

1250,343

17527,953

702058,453

481140,608

51512,517

220917,845

115587,065

14,054

312,586

876,398

58,778

252,075

131,889

,016

,357

,000

,000

,000

,900

,836

a. R-deux = ,964 (R-deux ajusté = ,947)




Annexe VI

Tests des effets intersujets

Variable dépendante: PS

Source

Somme des
carrés de type
1]

Carré moyen

Signification

Modéle corrigé
Constante
Con

ML

Con * ML
Erreur

Total

Total corrigé

158386,8692

292633,756

154144,119

586,875

3655,875

23808,092

474828,718

182194,962

22626,696

292633,756

51381,373

586,875

1218,625

1488,006

15,206

196,662

34,530

,394

,819

,000

,000

,000

,539

,502

a. R-deux = ,869 (R-deux ajusté = ,812)




Résumeé

La pollution par les métaux lourds est devenue un véritable probléeme menacant notre
écosysteme, avec des effets nuisibles sur la production végétale et sur la biodiversité.
L’objectif de notre travail est d’étudier séparément I’influence du cadmium et du nickel, sous
forme de Cd(NOs). et NiSOg4, respectivement, a des différentes doses de 0, 50, 100, 150 et 200
ppm, sur le taux et la vitesse de germination ainsi que sur le début de croissance des graines
Ballota hirsuta Benth. sous conditions contrdlées (température fixée a 22°C et dans obscurité
pendant 20 jours). Les résultats obtenus montrent que les deux métaux lourds affectent de
maniére non significative le taux final de germination, soulignant que le Ni a 50 ppm avait un
effet stimulant sur le PFG. Le Cd augmente la vitesse de germination alors que le Ni
ralentissait le déclenchement de la germination. Ces deux métaux influencent sévérement et
de maniere identique la croissance de la radicule et de I’hypocotyle surtout au concentrations
de 150 et 200 ppm. Notre espece avait une tolérance germinative intéressante vis-a-vis du Ni
a 50 et 100 ppm, cependant, I’augmentation du taux des protéines solubles
proportionnellement aux concentrations métalliques suggere que cette espéce acquiere un
mécanisme adaptatif probablement par une synthése d’enzymes antioxydants et d’autres
molécules telles que la proline. Cela stipule que cette plante peut étre une potentielle
candidate pour la restauration des milieux contaminés par le nickel.

Mots-clés: Ballota hirsuta; Cd(NOz)2; NiSOs4; Germination; phytoremédiation; protéines
solubles.

Abstract

Heavy metal pollution has become a real problem threatening our ecosystem, with adverse
effects on crop production and biodiversity. The objective of this investigation is to evaluate
separately the influence of cadmium as Cd(NOz)2 and nickel as (NiSO4) with different doses
of 0, 50, 100, 150 and 200 ppm on the percentage and speed of germination as well as on the
early seedling growth of Ballota hirsuta Benth. under controlled conditions (cardinal
temperature of 22°C and in darkness during 20 days). The results obtained showed that the
two heavy metals affect the final germination percentage in a non-significant manner,
highlighting that Ni at 50 ppm had stimulated the PFG. The germination rate has been
increased by the application of Cd, while Ni postponed the onset of germination. These two
metals have a relatively severe and similar impact on the growth of the radicle and the
hypocotyls length, especially at concentrations of 150 and 200 ppm. Ballota hirsuta had an
interesting germinative tolerance towards Ni at 50 and 100 ppm. The increase in the level of
soluble proteins biosynthesis concomitantly with the metallic concentrations suggests that this
species acquires an adaptive biochemical mechanism probably through a synthesis of
antioxidant enzymes and other molecules such as proline. This stipulates that this plant can be
a potential candidate for the restoration of soils contaminated by nickel under semi-arid
Mediterranean bioclimate.

Key words: Ballota hirsuta; Cd(NO3)2; NiSOa4; Germination; phytoremédiation; soluble
proteins.
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