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Introduction

I- Introduction

L’industrie a favorisé une élévation des métaux lourds dans 1’environnement qui nous
entoure, ce qui est en soi une préoccupation et une menace pour les ressources en eau, les
sols et tous les régnes des vivants procaryotes et eucaryotes, et ce par I’intermédiaire des
chaines alimentaires (Mitra et al. 2022).

Ces métaux lourds pour ne citer que le cadmium, le mercure et le chrome ; ne sont pas
des éléments essentiels et se révélent phytotoxiques aux concentrations les plus faibles.
D’autres éléments sont au contraire essentiels a la croissance et au métabolisme des plantes,
mais seulement aux faibles concentrations, c’est le cas entre autres du cuivre et du zinc. lls
deviennent phytotoxiques aux concentrations les plus fortes (Raychaudhuri et al. 2021).

De nombreux travaux ont vu le jour sur les effets phytotoxiques du cadmium. Idem pour
le chrome. Tous les aspects de vie d’une plante, de la germination a la croissance puis a la
productivité de biomasse ont été passés en revue en présence de faibles et/ou de fortes
concentrations. L’influence de ces éléments est dose-dépendante et s’exerce en fonction de
I’espéce considérée (Zulfiqar et al. 2022 ; 2023).

Sur ce dernier point, toutes les études liées a la thématique des métaux lourds essaient de
mettre en exergue les pouvoirs intrinséques des plantes a neutraliser la toxicité de tels
éléments. Ces stratégies de tolérance développées par les métallophytes et/ou les espéces
hyper accumulatrices convergent vers des solutions qui sont a méme de répondre aux
questions les plus préoccupantes, celles liées a la dépollution des sols via le processus de la
phytoremédiation. Ce processus est une voie alternative, moins colteuse, plus extensive et
plus respectueuse de la nature (Shen et al. 2022).

C’est ce qui a déterminé notre choix de travail consacré a une espéce bien présente dans
notre environnement, assez tolérante et treés intéressante au vu de ce qu’elle renferme
notamment comme composés bioactifs (Yabrir, 2019 ; Acimovi¢ et al. 2020). 1l s’agit
d’une herbacée vivace de la famille des Lamiacées, Marrubium vulgare L. dont nous
souhaitons connaitre son comportement vis-a-vis de deux métaux lourds, cadmium et
chrome. Nos investigations porteront d’abord sur le pouvoir germinatif exprimé par les
graines, puis sur I’incidence de tels métaux sur les plantules qui en sont issues. Dans ce
contexte nous analyserons leur teneur en eau, leur contenu en sucres solubles et leur contenu
protéinique.

Pour mener un tel travail, le choix a été porté sur une utilisation de 4 concentrations
différentes [25, 50, 75 et 100 ppm] en cadmium et en chrome. La forme choisie pour le
cadmium est le nitrate de cadmium [Cd(NOs):], pour le chrome c’est le dichromate de
potassium [K2Cr207].
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Syntheése Bibliographique

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

Le marrube blanc (Marrubium vulgare L.) est une espece assez commune du bassin
méditerranéen (Djahra et al. 2013). Elle appartient a la famille des Lamiacees ou Labiées,
une famille tres cosmopolite, bien fournie en especes (7000 espéces et 236 genres), aussi
bien herbacées que ligneuses et dont 1’aire de repartition est assez vaste (Bahammou et al.
2019). C’est une famille bien représentée par des espéces d’un trés grand intérét sur le plan
économique, nous citerons ici le thym, la sarriette, le serpolet, le romarin, la sauge, 1’origan
et la menthe (Carovi¢-Stanko et al. 2016 ; Lodhi et al. 2017).

I1-1-1- Classification hiérarchique et étymologie

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

» Reégne : Plantae

= Sous-Regne : Viridaeplantae

= Classe : Equisetopsida

= Clade : Spermatophyta

= Sous-Classe : Magnoliidae

= Ordre : Lamiales

» Famille : Lamiacaea

= Genre : Marrubium

= Espece : Marrubium vulgare L.

Marrubium dérive des deux termes : "mar”, signifie amer ; et "rob”, signifie beaucoup.
Ces termes expriment d’ailleurs la grande amertume des extraits de cette espece lorsqu’ils
sont pris en tisane. Sa dénomination pourrait également provenir du nom de 1’ancienne ville
Italienne "Maria urbs”. L’espéce est connue sous 1’appellation de Marriouth en Algérie
(Zidat, 2016), de marrube blanc en France et de white Horehound en Angleterre (A¢imovié
et al. 2020).

I1-1-2- Distribution géographique

On rencontre M. vulgare un peu partout de par le monde. Elle pousse dans presque toutes
les régions d’Europe, particulierement au centre et au sud. Elle est commune en Afrique du
nord, un peu en Afrique du sud et en Asie centrale ; introduite dans les deux Amériques,
nord et sud (Fig. 1). C’est une espece qu’on rencontre sur les bords de chemins, les prés secs
et les terrains vagues. Elle est assez attirante par son odeur semblable a celle du thym (Lodhi
et al. 2017).
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Figure 1 : Carte de distribution de Marrubium vulgare L. a I’échelle mondiale. Source de la
carte : https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/107397

11-1-3- Description botanique

La marrube blanc est une plante herbacée vivace, caractérisée par son odeur musquée
comme celle du thym. Sa couleur est verdatre et atteint facilement 45 a 70 cm de haut. Ses
tiges sont dressees et ses feuilles sont duveteuses, d’un aspect froissé, a bord crénelé et
dentelé, vert jaunatre sur la face supérieure et vert blanchatre sur la face inférieure (Fig. 2a).

Ses fleurs sont nombreuses et recouvertes d’un feutrage de poils blancs et fins qui leur
donne un aspect laineux. Elles sont blanches, de 12 a 15 mm de long, une corolle a deux
lévres dont I’inférieure est trilobée et la supérieure dilobée ainsi qu’un calice a 10 dents
courtes et crochues (Fig. 2b).

& H. TINGUY._afte I

Figure 2 : Plante entiére, feuilles (a) et fleurs (b) de Marrubium vulgare L. Source : Nedjimi
et al. 2020.
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Ses fruits sont des tétra-akenes (fruits secs a 4 loges) (Fig. 2¢). La capsule du fruit contient
environ 3 a 4 graines, de 1 a 2,5 mm de long, de forme ovoide, légerement aplaties dans leur
contour avec une surface rugueuse (Fig. 2d) (Quezel et Santa, 1963 ; Lodhi et al. 2017).

Figure 2 : Fruit en akene (c) et graines (d) de Marrubium vulgare L. Source : Nedjimi et al.
2020.

11-1-4- Ecologie et propagation

C’est une plante que ’on retrouve poussant assez bien sur un sol de texture légére,
limoneux-sableux, relativement pauvre en matieres organigues, moyennement a fortement
riche en éléments minéraux et a pH légérement alcalin (7,5 < pH < 8,0). C’est une espéce
qui ne tolere pas les sols gorgés d’eau ainsi que la salinité, mais est trés exigeante de la pleine
lumiere pour pousser (Julve, 2021).

Sa propagation se réalise par semis, par bouturage ou en divisant les racines, méthode
d’ailleurs la plus utilisée. Elle fleurit généralement au début du printemps, facilement visitée
par les abeilles pour son nectar (Ahvazi et al. 2018).

11-1-5- Composition chimique et usages thérapeutiques

On trouve comme composés chimiques chez le marrube blanc des di-terpénes de type
labdane. Les représentants les plus importants sont la marrubiine (0,12 & 1%) et la pré-
marrubiine (0,13 %). Il s’agit de composants amers, possédant des caractéristiques
importantes dont un faible turnover, une stabilité élevée et un faible catabolisme. Ces
caractéristiques procurent des propriétés anti-nociceptives, anti-oxydantes, anti-
génotoxiques, cardio-protectrices, vaso-relaxantes, gastro-protectrices, antispasmodiques,
immuno-modulatrices, anti-oedématogeénes, analgésiques et antidiabétiques (Popoola et al.
2013 ; Masoodi et al. 2015 ; Amri et al. 2017 ; A¢imovi€ et al. 2020).
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L’espéce est également source de composés phénoliques, de flavonoides, de composes
azotés, de tanins et de mucilages, ainsi qu’une fraction minérale, en particulier des sels de
potassium (Lodhi et al. 2017 ; Yabrir, 2019 ; Acimovi¢ et al. 2020 ; Hayat et al. 2020 ;
Michel et al. 2020).

L’ensemble de ces composés sont bénéfiques pour la santé. Ainsi, une décoction avec des
feuilles du marrube plus du miel est utilisée dans nos traditions pour traiter la toux, la
bronchite, le rhume et les infections des voies respiratoires. On y traite également avec le
marrube la jaunisse, les menstruations douloureuses, les ulceres, les plaies avec cedémes, les
mycoses et autres affections de la peau.

En phytothérapie moderne, on utilise le marrube comme expectorant, contre les
ballonnements et les flatulences, ainsi que pour redonner le goQt chez les personnes qui ont
perdu temporairement I’appétit. Dans ce cas d’ailleurs, on a découvert que I’amertume du
marrube stimule des récepteurs gustatifs de la langue, favorisant ainsi des sécrétions
gastriques et biliaires, qui redonnent I’appétit.

Possédant une trés bonne action antioxydante, le marrube blanc s’avére étre utile dans les
traitements du cancer, du diabete et les maladies du foie. La plante possede 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).

11-2- Métaux lourds

Les metaux lourds englobent tous les éléments métalliques ayant une masse volumique
supérieure a 5 g/cm?® (Nies, 1999). Certains comme le cuivre et le zinc, sont essentiels en
petite quantité a la croissance des organismes vivants, mais deviennent toxiques lorsqu’ils
sont excessivement assimilés. D’autres métaux comme le cadmium, le chrome et le plomb,
sont non essentiels et sont considérés comme toxiques (Raskin et al. 1994 ; Adriano, 2001).

Le terme éléments traces métalliques (ETM) est préférentiellement usité pour désigner
ces métaux lourds, 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 I’arsenic (As) et le sélénium (Se), qui ne sont que des éléments traces et pas des
métaux (Duffus, 2002).

Les ETM peuvent provenir des voies naturelles par altérations de la roche mére du sous-
sol formant le fond géochimique. Ils proviennent aussi des voies anthropiques suite aux
pratiques agricoles, apports atmosphériques et les déchets de différentes origines (Adriano,
2001).
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11-2-1- L’élément métallique chrome

Le nom chrome provient du grec Khroma, signifiant
couleur. C’est le 21°™ élément le plus abondant de la crodte
terrestre et le 6™ métal de transition le plus abondant
(Mohan and Pittman, 2006). 1l a été découvert en 1797 par
N. L. Vauquelin dans un minerai de plomb rouge de Sibérie.
Il fut utilisé dans les procédés de coloration des textiles, le
tannage des cuirs, comme réfractaire dans le revétement des
fours et en métallurgie (Chiffoleau, 1994).

11-2-1-1- Propriétés du chrome

Chrome
+6
e 24

+3

+2 1
+1 r 13
-1 8
- 2 2
-4 [Ar] 3d° 4s!

51,9961 ®

Le chrome est dur et d’une couleur gris acier-argenté. Sa particularité est de résister a la

corrosion et/ou au ternissement. Il forme uniquement des liaisons de covalence. 1l existe sous

plusieurs valences allant du Cr(0) au Cr(VI). Le passage d’une valence a une autre est

conditionnée par le potentiel redox et le pH du milieu. Deux formes se distinguent, le chrome

trivalent Cr(l11) et le chrome hexavalent Cr(VI) :

= Le Cr(VI) se retrouve sous la forme de monoxyde de chrome (Cr02™), dichromate
(Cr,027) et d’acide chromique (Cr03). Considéré comme la forme la plus toxique

en raison de son potentiel d’oxydation élevé, de sa forte solubilité et de son

importante mobilité a travers les membranes des organismes vivants et dans

I’environnement.

= Le Cr(Ill) est la forme la plus stable, présente en solution sous forme hydroxyde
Cr(OH)?**, Cr(OH)¥ , Cr(OH);. Il peut former des complexes avec la matiére
organique, car possédant de nombreux groupements fonctionnels (Shanker et al.

2005 ; Singh et al. 2013 ; Shahid et al. 2017).

11-2-1-2- Phytotoxicité liée au chrome

Le chrome est un inhibiteur de la germination lorsqu’il
est présent en fortes concentrations. C’est ce qui a été
rapporté chez plusieurs espéces dont Echinochloa colona, le
haricot nain, la luzerne, le haricot mungo et la canne a sucre

' Reduced seed
9 germination

(Shanker et al. 2005). Cette inhibition de la germination se manifeste par une réduction de

I’activité des amylases a et 3, qui sont nécessaires a I’hydrolyse de ’amidon. Aussi, il a été

rapporté que I’activité des protéases augmente avec 1’augmentation de la concentration du

chrome, ce qui réduit également la germination des graines (Zeid, 2001 ; Shanker et al.

2005 ; Amin et al. 2019).
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Lorsque la germination des graines est assurée, une réduction de la croissance des racines
est observée a cause de la présence du chrome. C’est ce que rapporte Shanker et al. (2005)
chez Salix viminalis, Caesalpinia pulcherrima, le haricot mungo, le riz et le sorgho. Ce n’est
pas seulement les longueurs racinaires qui diminuent mais également leur biomasse séche.

En paralléle, le diamétre des racines et
des poils absorbants augmente et des
variations proportionnelles des assises de
tissus du cortex et de la stele sont
également observées. La réduction de la
croissance des racines serait une

. Chromosomal aberrations
[ \owmoa) | Disruption of mitosis
C / C ell-cycle arrest
Polyploidization

£ Histolical

, e s , alterations
conséquence de I’inhibition exercée par le v ' -

chrome sur les divisions cellulaires, de

I’allongement du cycle cellulaire et de 1’élongation cellulaire (Shanker et al. 2005).

La hauteur de la partie aérienne est également affectée par la présence du chrome. C’est
le cas chez Curcuma sativa, Lactuca sativa, Panicum miliaceum et Sinapsis alba. Cette
réduction de hauteur est la conséquence de I’inhibition de la croissance des racines d’une
part, puis de la diminution du transport de 1’eau et des nutriments depuis les racines vers les
parties supérieures de la plante d’autre part (Samantaray et al. 1998 ; Shanker et al. 2005).

Le nombre de feuilles, leur surface et leur biomasse sont touchés par la présence du
chrome en exces. Ce constat a été fait chez Albizia lebbek, Acacia holocerica, Leucaena
luecocephala, le riz et le haricot nain. Dans ces cas, le chrome induit des chloroses qui se
transforment en nécroses des extrémités et des marges des feuilles (Jain et al. 2000 ; Singh,
2001 ; Shanker et al. 2005).

Les principaux processus physiologiques sont également affectés par la présence du
chrome en exces. Le premier d’entre eux étant la photosynthése suite a la désorganisation
des chloroplastes, la perte des pigments e -
chlorophylliens, 1’inhibition du transport rghlﬂmplast disorpaiisntion
d’¢lectrons, I’inactivation des enzymes du Reduced photosynthesis
cycle de Calvin et la réduction de la fixation Decreased chlorophyll '
du CO2 (Shanker et al. 2005).

Les relations hydriques sont altérées avec un constat de diminution du potentiel hydrique,
une augmentation de la transpiration et une réduction
- N . . , H+0
de la résistance a la diffusion. En conséquence, les 111
feuilles flétrissent et une réduction du diamétre des ‘Decm'ﬁ. i m—
transpiration
vaisseaux / trachéides est observée (Shanker et al.
2005).
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La perturbation du potentiel hydrique provoque des effets negatifs sur la nutrition
minérale. L’assimilation des ¢léments minéraux essentiels est affectée par cet état de fait. Ce
sont 1’azote, le phosphore, le potassium, le fer, le magnésium, le manganése, le molybdéne,
le zinc, le cuivre, le calcium et le bore qui ne
sont plus disponibles pour les plantes et qui ne K;, Decreased nutrisat uptake;
sont plus assimilés du seul fait de la présence  Fe* Mg™ ater potential
du chrome en excés (Shanker et al. 2005).

Le chrome a aussi la faculté d’inhiber I’activité de plusieurs enzymes assimilatrices et
d’induire au final I’apparition d’un stress oxydatif,
fort préjudiciable fonctionnement des systémes 4 Changesin
membranaires et au transport des électrons Las B
(Shanker et al. 2005).

L’ensemble des effets induits par le chrome sont susceptibles de réduire la production
totale de matiére séche et le rendement final. C’est ce qui est rapporté chez notamment
plusieurs espéces cultivées ou I’on

Inhibition of electron ~ observe une réduction de rendement
transpott processcs jusqu’a 50%, une baisse du nombre de

fleurs par plante, une réduction du

/ \ : , poids des grains, une augmentation de
Changes in cellular structure , . .

8 sl ek kntin dos 10 sesctve la déformation des grains et une

\, / oxygen species (free radicals) réduction du poids des gousses

(Shanker et al. 2005).

11-2-1-3- Réponses apportées a la phytotoxicité liée au chrome

On sait que le chrome est principalement retenu au niveau des racines, donc faiblement
transporté vers les parties aériennes. Il faut donc entrevoir d’assurer d’abord sa translocation

vers les feuilles avant d’envisager son éventuelle phytoremédiation (Shanker et al. 2005).

Déja au niveau racinaire, on peut envisager I’assainissement d’un sol contaminé au chrome
techniquement par trois procédés différents (Fig. 3) :

» La rhizofiltration est un procédé qui s’appuie généralement sur des plantes exhibant
des racines larges et denses. Au sein de ce systéeme, le chrome précipite a la surface
au moment ou les racines absorbent suffisamment d’eau (Fig. 3a).

= La phytostabilisation est utilisée pour empécher ou limiter la mobilité du chrome.
Les végétaux utilisés peuvent stabiliser ces polluants au niveau racinaire par
accumulation ou adsorption, ainsi que par précipitation. Le chrome étant transformé
en un compose inerte afin de réduire sa nocivité (Fig. 3b).
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= La phytoextraction consiste a exploiter la capacité des plantes a extraire le chrome et
a le transporter jusqu’aux parties aériennes. Ces parties sont récoltées et traitées par
incinération ou par hydrométallurgie (Fig. 3c).

e Chromium

i c x PGPR
Cr-rich « ?
aboveground * M I\Q
181 D) » ®
tissue 7 Phytoextraction (1)
’ P Reduction
Suitable for plants with Haryes .
high BCF and high IF
8 s Cr(VI) b
Root exudate
° “
Harvest the metal-saturated roots Upward translocation ®
/ Chelate
a // AMF mycelium A NS Soil e
oo v < S \\\\\\\ Phytostabilization |
j Abeosb lots "::“"" * Rhizofiltration '//'/ ‘ \ "’\,\ "\ Fixation/precipitation
Root' H,0 ! pravil | , J/ ‘\\ o
\ . / / ¥
] I / / £ \‘ - \
N o . Reduction * Choose plants with high
Precipitate on the surface Cr(VI) = C(Ih BCF and low IF

Figure 3 : Processus de phytoremédiation du chrome. Source : Sinha et al. 2018 ; Wu et al.
2018 In Han et al. 2023.

Dans cette derniére approche liée a la phytoextraction, il y a lieu de noter que les
mycorhizes des champignons et les acides organiques (citrique et oxalique) jouent un réle
important en sols contaminés par du chrome, en améliorant déja son absorption, puis sa
translocation vers les parties aériennes (Davies et al. 2001 ; Shanker et al. 2005).

Au niveau cellulaire, les mesures les plus courantes adoptées par les plantes vis-a-vis du
chrome sont ainsi (Fig. 4) :

» Immobilisation du Cr au niveau des parois des cellules racinaires pour éviter sa
translocation.

= Passage du Cr de la membrane plasmique au cytoplasme via différents types de
transporteurs.

= Compartimentation vacuolaire entre autres grace a des protéines du tonoplaste ou
bien directement ou a travers des vésicules.

= Réduction cytoplasmique du Cr(VI) en Cr(111) par intervention des métallothionéines
ou des peptides phytochélateurs.

= La production des ROS active le systtme de défense antioxydant et regule

I’homéostasie cellulaire via des systémes enzymatiques et/ou non-enzymatiques.
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= Phytoextraction du Cr depuis les racines vers les parties aériennes via le xyleme.
C’est grace a la transpiration qui génére une pression négative dans le xyleme, qui
permet le flux ascendant de I’eau et des minéraux (Han et al. 2023).

i) “
Cr(VI
o0® o @ o
Immobilization in the cell wall @ cr(1m
ROS

Transport protein
ATPase

Reduction

02", HO-, '0:, H:0:

[

Pro, GSH,  CATAPX,
AsA, etc SOD, POD,
GPX, etc

K—Y—J

Maintenance of cellular homeostasis iy

. * Vesicle
compartmentation

Cation exchange

Figure 4 : Mécanismes d’absorption, de translocation et de stockage du chrome. La figure
montre une diffusion passive du Cr(lll), active du Cr(VI) a ['intérieur de la cellule et la formation
d’un complexe stable au niveau vacuolaire. Pour résister aux ROS produits par la réduction du
Cr(V1), la cellule initie un mécanisme de défense antioxydant et maintient / homéostasie cellulaire.
Source : Lopez-Bucio et al. 2022 In Han et al. 2023.

11-2-2- L’élément métallique cadmium

Cadmium pourrait dériver du mot gréco-latin Kadmeia. Il =
s’agit de ’ancienne appellation du carbonate de zinc extrait cadmlum
\ \ . . . +2 gg7.8
prés de Thébes en Beotie. Il fait partie du groupe 12 et de la +1 4 48 5
2

période 5. A I’état pur ou de corps simple, il se présente sous = 18
forme de métal. Il est utilisé dans la fabrication des alliages Cd 18
ou pour le revétement en fine couche de divers objets, ce qui [K1] 40 562 2
leur confére la qualification de "cadmiés” (Das et al. 1997 ; 112,414 @

Genchi et al. 2020).

10
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11-2-2-1- Propriétés du cadmium

Le cadmium, en tant que corps simple métallique, présente une couleur blanche argentée
brillante. 1l est malléable, ductile et résiste a la corrosion atmosphérique. Cependant, une
exposition a I’air libre lui fait perdre sa brillance et il ternit progressivement. Insoluble dans
les bases, le cadmium ’est également dans I’eau. L’eau pure, méme a ébullition, n’a aucun
effet sur le cadmium. On lui trouve de nombreuses applications en galvanoplastie, en
électrochimie, dans 1’¢élaboration des colorants et dans le procédeé de cadmiage pour proteger
les métaux et les alliages de 1’oxydation. C’est un élément chimique extrémement toxique,
dépasse le plomb et le mercure en termes de nocivité. 1l compte parmi les plus dangereux
pour I’environnement. Il accroit les risques de contamination de 1’eau et de la faune (Das et
al. 1997 ; Andresen and Kupper, 2013 ; Genchi et al. 2020).

11-2-2-2- Phytotoxicité liée au cadmium

Le cadmium peut uniquement retarder la germination en entravant la mobilisation des
réserves, sucres solubles totaux et acides aminés. Les fortes concentrations en cadmium ont
plutot des effets inhibiteurs sur la germination, qu’on explique en partie par ’action
inhibitrice exercée sur les enzymes chargées 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 ; De la Rosa et al. 2004) (Fig. 5).

Growth and
development 27
\\\\\\\\\' P Il/,,‘

Cd accumulate into seed
and leaves through the
the pholem 4
H
== Toixc Impact of Cd
Uptake and s toxicity on
translocations of Cd g
throught the Xylem %
Nutrition
uptake
‘/"’/l/// S
Soil factors affecting
Cd competes with other Cadmium uptake
mobile nutrients in soil, but
is absorbed easily due to its / \\\‘ )
g ! o mobilization Soil ph Micronutrients
Heavy Metals uptake Organic Roots
matter exudates

Figure 5 : Absorption, translocation, accumulation et effets toxiques du cadmium sur la
croissance et le développement des plantes. Source : Alsafran et al. 2022,
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La phytotoxicité induite par le cadmium est manifeste sur les racines. Elle provoque une
réduction de leur croissance aprées inhibition des divisions cellulaires et de la synthese de
polysaccharides pariétaux. Les parties aériennes sont également affectées ainsi que la
production de la biomasse. La reduction touchant les parties aériennes est accompagnée de
changements anatomiques, structuraux et ultra structuraux importants au niveau des feuilles
(Baker and Walker, 1989 ; Punz and Sieghardt, 1993 ; Das et al. 1997 ; Baryla et al.
2001) (Fig. 5).

La biomasse étant réduite par suite des effets du cadmium sur ’activité de la nitrate
réductase, sur les niveaux en chlorophylles et en caroténoides totaux ainsi que sur ’activité
photosynthétique (Popova et al. 2012 ; Tran and Popova, 2013 ; Farooq et al. 2016) (Fig.
5).

Le cadmium interfere avec la biodisponibilité du fer, du phosphore et de 1’azote. Il s’ agit
d’éléments importants pour la photosynthése et le déroulement du métabolisme. L’équilibre
hydrique est également perturbé au niveau des racines via son absorption, au niveau du flux
de I’eau via son transport par le xyleme et au niveau des stomates via la transpiration
(Barcelo et al. 1988 ; Marchiol et al. 1996) (Fig. 5).

L’ensemble des déséquilibres induits par le cadmium provoquent au final chloroses et
nécroses des feuilles, ainsi qu'une apparition de formes réactives de I’oxygeéne menant a un
stress oxydant. Ces formes réactives sont potentiellement nuisibles aux systemes
membranaires et au fonctionnement des organites cellulaires (Benavides et al. 2005 ; Cosio
et al. 2005 ; Clemens, 2006 ; Haider et al. 2021) (Fig. 5).

11-2-2-3- Réponses apportées a la phytotoxicité liée 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 et atteint également les feuilles (Assuncao et
al. 2003). Au niveau racinaire, les stratégies développées par les plantes contre le cadmium
commencent d’abord par son immobilisation au niveau des parois cellulaires (Wagner,
1993 ; Marchiol et al. 1996 ; Sanita di Toppi and Gabrielli, 1999).

Par la suite, le cadmium ne doit pas atteindre le cytoplasme. Il est empéché grace a
I’intervention des canaux et des transporteurs membranaires. Dans cette optique, il a été
montré durant les premiéres phases de la germination des graines du radis par exemple, que
le cadmium emprunte des canaux a calcium membranaires pour atteindre le cytoplasme
(Rivetta et al. 1997).

Des protéines particuliéres dénommeées phytochelatines, interviennent pour fixer le
cadmium et annuler ainsi son potentiel toxique. Ces protéines sont essentielles pour la
tolérance du cadmium (Benavides et al. 2005).

12
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I11- Matériel & Méthodes
111-1- Matériel

L’étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Biotechnologie. Elle vise a
experimenter les effets du chrome [K2Cr207] et du cadmium [Cd(NO3)2] sur la germination
des graines de Marrubium vulgare L., ainsi que la teneur en eau, le contenu en sucres
solubles et en proteines des plantules qui en sont issues.

111-1-1- Matériel végétal
I11-1-1-1- Origine des graines

La récolte des fruits de Marrubium vulgare L. s’est déroulée en juillet 2022 depuis des
plantes poussant dans la région de Ben Badis a Sidi Bel Abbes (région du nord-ouest de
1’ Algérie ; aux coordonnées 34°57°6" N ; 0°54’50" O ; et une altitude de 708 m (Fig. 6).

Daira de Ben badis

wilaya de Sidi Bel Abbés

Figure 6 : Localisation géographique de la zone d’échantillonnage des akénes de Marrubium
vulgare L.

I11-1-1-2- Traitement des graines

Les graines sont récupérées de leurs akénes et stérilisées dans une solution d’eau de javel
a5 % (v/v) pendant 1 a 2 minutes. Les graines sont ensuite abondamment rincées a 1’eau
distillée, récupérées et étalées sur du papier absorbant avant de les utiliser pour la
germination (Fig. 7).

I11-1-1-3- Mise a germination des graines

Les graines de Marrubium vulgare L. sont mises a germer dans des boites de Petri stériles
(2 90 mm x H 15 mm) a raison de 25 graines par boite. Ces boites ont été au préalable
tapissées de papier absorbant. Elles ont été réparties en trois lots différents :

13
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Un premier lot témoin composé de 4 boites
distinctes, chacune est humidifiée par 6 mL
d’eau distillée.

Un second lot traité au chrome composé de 4
sous-groupes. Chaque sous-groupe contient
des boites dans lesquelles on dépose 6 mL
d’une solution de chrome a une concentration
connue. Les concentrations utilisées sont de 25,
50, 75 et 100 ppm, avec 4 boites attribuées a
chacune des concentrations testées.

Un troisieme lot traité au cadmium préparé de
la méme facon que ce qui vient d’étre décrit
précédemment.

Chaqgue boite est étiquetée, recouverte de son couvercle et scellée par du parafilm pour
prévenir toute évaporation d’cau (lot témoin) ou de la solution du traitement (lots traités).
Pour permettre la germination en conditions contr6lées, I’ensemble des boites sont

entreposées dans une étuve réglée a 23°C et a I’abri de la lumiere.

Au quotidien, durant une douzaine de jours, les graines qui germent sont repérées et
comptées. Le critere adopté est celui de la percée de la radicule a longueur minimale de 2
mm (Evenari, 1957).

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

Au bout du 12°™ jour de suivi de la germination, les plantules qui se sont développées
ont été recupérées, débarrassées de leurs téguments et réservées pour déterminer leur teneur
en eau, leur contenu en sucres solubles et en protéines (Fig. 7).

Figure 7 : Graines de Marrubium vulgare L. avant la mise a germination (photo de gauche)
et leur développement en plantules une douzaine de jours apres (photo de droite).
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111-1-2- Préparation des solutions métalliques
I11-1-2-1- Solution de dichromate de potassium

Le dichromate de potassium est un solide ionique de couleur rouge. Dans I’eau, il se
dissocie en ions dichromate et en ions potassium. Il a été utilisé en solution dans de I’eau
pour imposer aux graines de M. vulgare L., un stress métallique sous sa forme K>Cr,07
(Biochem ChemoPharma). Les concentrations testées sont de [25, 50, 75 et 100 ppm] (Fig.
8).
Formule moléculaire brute : K.Cr,07
Nom IUPAC : Potassium dichromate (VI)
Masse molaire : 294,18 g/mol

Masse volumique : 2,68 g/cm?3

Point d’ébullition : 500,0 °C

Etat physique : solide en cristaux rouge

Figure 8: Présentation des cristaux de dichromate de potassium et ses quelques
caractéristiques physico-chimiques. Source : http://reptox.cnesst.gouv.qc.ca

111-1-2-2- Solution de nitrate de cadmium

Le nitrate de cadmium est un composé inorganique, cristallin et incolore. Il a été utilisé
en solution dans de 1’eau pour imposer aux graines de M. vulgare L., un stress métallique
sous sa forme Cd(NOs)2 8/3 H20 (Panreak). Les concentrations utilisées sont de [25, 50,
75 et 100 ppm] (Fig. 9).

Formule moléculaire brute : CdN,O¢
Nom : Nitrate de cadmium

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

Point d’ébullition : 131,9 °C

Etat physique : solide en cristaux blanc

Figure 9 : Présentation des cristaux de nitrate de cadmium tétrahydraté et ses quelques
caractéristiques physico-chimiques. Source : http://reptox.cnesst.gouv.qc.ca.
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111-2- Méthodes
111-2-1- Méthodes appliquées a la germination
I11-2-1-1- Pourcentages cumulés moyens de germination

Les graines germees sont dénombrées au quotidien sur une durée totale de 12 jours. Les
pourcentages cumulés moyens de germination sont exprimés selon la relation suivante :

Nombre cumulé de graines germées au jour j

% cumulés = ; ; N x 100
Nombre total de graines mises a germer

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

Au terme du 12°™ jour du suivi de la germination, les pourcentages finaux de germination
ont été déterminés selon la relation suivante (Doran and Gunn, 1987) :

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

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

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

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

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

111-2-2- Détermination de la teneur en eau des plantules

La teneur en eau a été déterminée pour chacune des plantules au bout du 12°™ jour de
suivi de la germination. Cette teneur a été determinée a partir des pesées des poids frais et
des poids secs (dessiccation de 48 h au four reglé a 65°C) selon la relation suivante :

Poids frais — Poids sec

Teneur en eau (en %) = - - x 100
poids frais
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I11-2-3- Extraction et dosage des sucres solubles
111-2-3-1- Principe

La quantité de sucres solubles est déterminée par la méthode de McCready et al. (1950).
A chaud, les acides concentrés provoquent une déshydratation des monosaccharides par
départ de molécules d’cau a partir des groupements alcools des oses, avec formation
d’hétérocycles, ce sont les dérivés furfuraux. Le 5-hydroxyméthylfurfural formé, se

condense avec la forme tautomere de 1’anthrone, I’anthranol. La condensation entraine la

formation de complexes vert - bleu.

111-2-3-2- Extraction

De 3 a 4 plantules sont pesées puis broyées d’abord a sec, puis dans 4 mL d’éthanol
bouillant a 80%. Le mélange fortement agité est centrifugé durant 20 mn a 5000 tr/mn. Le
surnageant récupéré renferme les sucres solubles. Le culot est repris une seconde fois dans
2 mL d’éthanol bouillant a 80%, puis centrifugé pendant 20 mn a 5000 tr/mn. Le surnageant

récupéré est additionné au premier. Le total est ajusté a 6 mL par de 1’éthanol a 80%.

Lol Y7 0,01184
"~ R*=0,99935 u

0,8 +

0,6 |

Densité optique lue a 630 nm

0,0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80

Concentration en glucose (pg/mL)

Figure 10 : Courbe étalon réalisée a 1’aide d’une solution mere de glucose a 200 pg/mL
(densité optique lue a 630 nm).
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111-2-3-3- Dosage

A 1 mL de I’extrait sont rajoutés 2 mL de réactif a I’anthrone (0,2 g d’anthrone dissous
dans 100 mL d’H2SO4 a 91%). L’agitation au vortex est suivie d’une incubation de 7 mn au
bain-marie a 100°C. Apres refroidissement, la lecture des densités optiques se fait au
spectrophotomeétre (VIS-7220 G / Biotech Engineering Management Co. Ltd. UK) a une
longueur d’onde de 630 nm. L’étalonnage du spectrophotométre est réalisé par un blanc

constitué de 1 mL d’éthanol a 80% et 2 mL de réactif a [’anthrone.

111-2-3-4- Courbe étalon

La courbe étalon est réalisée a I’aide d’une solution meére de glucose a 200 pg/mL. Les
dilutions préparées sont de 10 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 ; 60 ; 70 et 80 pg/mL (Fig. 10). Cette courbe
servira a déterminer la quantité de sucres solubles présentes dans 1’extrait de plantes testé.
La quantité en sucres solubles représente une moyenne de 4 essais différents pour chacun
des lots et pour chacune des concentrations testées et sera exprimée en mg/g de poids frais.

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

Les protéines solubles sont dosées par la méthode de Bradford (1976). C’est un dosage
colorimétrique basé sur le changement de la couleur du bleu de Coomassie aprés liaison
(complexation) avec les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane)
et les résidus hydrophobes présents dans les protéines. En milieu acide, la forme anionique
du bleu de Coomassie G250 interagit (liaisons non covalentes) avec les radicaux aromatiques
des acides aminés des protéines. Sa longueur d’onde maximale d’absorption augmente alors
de 465 nm (rouge) a 595 nm (bleu) (Weckbecker and Cory, 1988).

111-2-4-2- Extraction

De 3 a 4 plantules sont pesées puis broyées dans 1 + 1 mL de tampon phosphate
(Na2HPO4 141,96 g/mol + KH2PO4 136,09 g/mol a dissoudre pour préparer 100 mL d’une
solution tampon phosphate 0,05 M / pH 7,2 / pKa = 7,2 a 25°C). Le broyat est centrifugé a
13000 rpm pendant 10 mn. Le surnageant récupéré contient les protéines solubles.

111-2-4-3- Dosage

A 500 pL d’extrait protéique, sont rajoutés 2 mL de réactif de Bradford. L’ensemble est
homogénéisé au vortex et aprés quelques minutes d’incubation a I’obscurité, la lecture des
densités optiques se fait au spectrophotometre (VIS-7220 G / Biotech Engineering
Management Co. Ltd. UK) a une longueur d’onde de 595 nm. L’¢talonnage du
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spectrophotometre est réalisé avec un blanc constitué de 500 pL du tampon phosphate et 2
mL de réactif de Bradford.

111-2-4-4- Courbe étalon

La courbe étalon est réalisée a I’aide d’une solution mere de BSA a 1 mg/mL. Les
dilutions préparées sont de 0,05 ; 0,10 ; 0,15 et 0,20 mg/mL (Fig. 11). Cette courbe servira
a déterminer la quantité de protéines solubles présentes dans 1’extrait de plantes testé. La
quantité en protéines représente une moyenne de 4 essais différents pour chacun des lots et
pour chacune des concentrations testées et sera exprimée en mg/g de poids frais.

y =522133

121 g2 0,99667

1,0 H (]
0,8
0,6 n

04

Densité optique lue a 595 nm

0,2 1

0,0 T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Concentration en BSA (mg/mL)

Figure 11 : Courbe étalon réalisée a 1’aide d’une solution mére de BSA (sérum albumine
bovine) a 1 mg/mL (densité optique lue a 595 nm).

111-2-5- Etude statistique

Les résultats présentés expriment pour I’ensemble des analyses une valeur moyenne de 4
répétitions * écart-type. L’ensemble des paramétres analysés ont été soumis a une analyse
de la variance de tous les effets et le test LSD pour les comparaisons post-hoc (P = 0,05).
Ces analyses ont été effectuées avec Statistica 5.5 (StatSoft 1999).
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IV- Résultats & Discussion

IV-1- Résultats

IV-1-1- Suivi de la germination des graines de Marrubium vulgare L.
IV-1-1-1- % cumulés moyens de germination des graines traitées au K2Cr207

Les graines témoins de M. vulgare L. déclenchent leur germination & partir du 3°™ jour
avec un tres faible % cumulé moyen de germination (3,5 £3,3%), avant de progresser plus
ou moins rapidement au cours des jours suivants pour atteindre un maximum de graines qui
germent au 8™ jour (56,0 +4,2%). Ce % cumulé moyen atteint n’évolue plus
substantiellement au-dela de ce 8™ jour (Fig. 12).
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Figure 12 : Evolution des % cumulés moyens de germination des graines de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations en K,Cr,07 [25, 50, 75 et 100
ppm] en fonction du temps.

Ce sont les graines traitées avec la concentration de [25 ppm] qui germent mieux que les
graines témoins. En effet, ces graines déclenchent certes leur germination a partir du 3™
jour, mais avec un % cumulé moyen de germination assez important (16 £3,2%). La
germination de ce lot se poursuit les jours suivants avec a chaque fois des % cumulés moyens
supérieurs a ceux des témoins. Le 7°™ jour coincide avec un maximum de graines qui
germent (69 £5,0%), qui n’évolue plus le reste du temps de suivi de 1a germination (Fig. 12).
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L’évolution des % cumulés moyens de germination des graines traitées avec la
concentration de [50 ppm] ne différent que peu de ceux enregistrés chez les témoins. Par
contre, une application en chrome de [75 ppm] montre une évolution des % cumulés moyens
de germination qui différe sensiblement de ceux des témoins, enregistrés uniquement a partir
du 6°™ jour. En effet, le % cumulé moyen de germination des graines traitées par cette
concentration de [75 ppm] est de 18,6% plus faible que celui des témoins au 6°™ jour ; de
12% plus faible au 7°™ jour ; de 12,5% plus faible au 8°™ jour et de 14% plus faible au 9°™
jour (Fig. 12).

Le traitement le plus fort de [100 ppm] ne retarde nullement la germination, ou un %
cumulé moyen de 3 +2,0% de graines germent au 3°™ jour. Cependant, les germinations
suivantes sont beaucoup moindres que ce qui est enregistré chez les témoins pour chacun
des jours suivants. D’ailleurs, le % cumulé moyen de germination obtenu au final n’est que
de 42 £5,1%. Autrement, un % cumulé moyen de germination de 26,3% plus faible que celui
des témoins (Fig. 12).

IV-1-1-2- % cumulés moyens de germination des graines traitées au Cd(NOsz)2

Avec le traitement au cadmium, la germination est déclenchée au 3™ jour pour
I’ensemble des concentrations testées. Cette observation est également valable pour la
germination des graines témoins (Fig. 13).

Les % cumulés moyens de germination enregistrés au 3°™ jour évoluent progressivement
jusqu’a la limite du 8°™ jour, puis n’évoluent plus au cours du temps. Seulement, cette
évolution différe au sein des traités avec le cadmium d’une part et avec les témoins d’autre
part (Fig. 13).

En effet, les traitements de [25 et 50 ppm] appliqués avec le cadmium, évoluent non
seulement de la méme maniére, mais avec en prime des % cumulés moyens de germination,
de loin meilleurs que ceux enregistrés chez les temoins. Ces différences qui sont assez
importantes du 3°™ au 8°™ jour, s’estompent un peu plus lorsque les dénombrements passent
au-dela du 8°™ jour, par le fait que les graines témoins rattrapent avec le temps un peu de
leur retard (Fig. 13).

Lorsqu’on compare les % cumulés moyens de germination des graines traitées par une
concentration de [75 ppm] au cadmium avec les graines témoins, on note une similitude pour
presque tous les temps considérés, exception pour ceux qui s’étalent entre le 5°™ et le 7™
jour. En effet, les % cumulés moyens de germination des traités avec la concentration de [75
ppm] sont meilleurs, respectivement de 30%, 17,2% et 15,2% que ceux des témoins
enregistrés pour les mémes temps, ¢’est-a-dire au 5™, 6°™ et 7°™ jour des dénombrements
(Fig. 13).
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Le traitement appliqué au cadmium avec la concentration la plus forte de [100 ppm] est
sensiblement la méme que celle enregistrée pour les graines témoins par rapport a I’évolution
des % cumulés moyens de germination (Fig. 13).
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Figure 13 : Evolution des % cumulés moyens de germination des graines de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations en Cd(NO3)2 [25, 50, 75 et 100
ppm] en fonction du temps.

IV-1-1-3- % cumulés moyens finaux de germination des graines témoins et traitées

La figure 14 reprend les % cumulés moyens de germination obtenus une douzaine de
jours aprés la 1°® mise & germination des graines témoins et traitées par les différentes
concentrations en chrome et en cadmium (Fig. 14).

La capacité germinative atteinte au final par les graines de M. vulgare L. témoins est de
57,0 = 5,5%. Celle des graines traitées par la concentration de [25 ppm] en chrome est
meilleure que celle des graines témoins d’environ 17,4%. L’¢lévation du traitement au
chrome a une concentration de [50 ppm], n’améliore pas du tout cette capacité germinative,
puisque les % cumulés moyens obtenus au final sont identiques a ceux des témoins (55,0 £
3,8% vs 57,0 = 5,5%). En revanche, les concentrations les plus élevées en chrome [75 et 100
ppm], ne font que diminuer cette capacité germinative lorsqu’on les compare aux témoins.
En effet, les diminutions enregistrées sont respectivement de 14,0% et de 26,3% par rapport
a la germination des graines témoins (Fig. 14).
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Figure 14 : Effets des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Cd(NO3). et en
K2Cr207 sur les % cumulés moyens finaux de germination des graines de Marrubium
vulgare L. comparativement aux graines témoins [0]. Ces données sont enregistrées au 12°™
jour aprés la 1% mise & germination des graines. Les différentes lettres indiquent des
différences significatives au seuil o = 0,05.

Avec le cadmium utilisé a une concentration de [25 ppm], le pouvoir de germination des
graines de M. vulgare L. est également meilleur que celui présenté par les graines témoins,
de ’ordre de 10,9%. C’est presque autant avec ce qui est obtenu avec la concentration en
cadmium de [50 ppm], malgré que les différences avec ce qui a été obtenu avec les témoins
ne sont pas significativement différentes (Fig. 14).

Si la concentration de [75 ppm] en cadmium n’améliore pas la capacité germinative
obtenue au final ; elle ne la fait pas diminuer pour autant, puisque les % cumulés moyens
obtenus au final sont identiques lorsqu’on fait la comparaison avec la germination des
graines témoins (59,0 £ 6,8% vs 57,0 £ 5,5%) (Fig. 14).

La concentration la plus forte en cadmium de [100 ppm] fait diminuer le nombre moyen
de graines qui germent au final. Cette diminution de 1’ordre de 8,7% par rapport aux graines
témoins n’est pas aussi importante, puisqu’elle reste significativement proche de la capacité
germinative atteinte au final par les graines témoins (Fig. 14).
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IV-1-1-4- Temps moyens de germination des graines témoins et traitées

La germination des graines témoins de M. vulgare L. nécessite un temps moyen de
germination de 5,46 + 0,28 jours. Ce temps diminue jusqu’a 4,42 + 0,08 jours pour le
traitement en chrome le plus faible de [25 ppm], puis augmente a hauteur de 4,88 + 0,28
jours pour le traitement en chrome de [50 ppm], avant de finir par retrouver celui des témoins
pour les traitements en chrome les plus elevés de [75 et 100 ppm] (Fig. 15).

A quelques exceptions pres, ¢’est ce que 1’on observe dans le cas du traitement induit par
le cadmium, ou I’on note des temps moyens de germination plus faibles, de 18 a 20% de
moins que celui des témoins pour des applications en cadmium les plus faibles de [25 et 50
ppm]. En revanche, I’application d’un traitement plus fort fait augmenter ce temps moyen
de germination. L’augmentation reste en dessous du temps moyen de germination enregistré
au sein des témoins pour une application en cadmium de [75 ppm], puis culmine a hauteur
de celui des graines témoins pour une application en cadmium de [100 ppm] (Fig. 15).
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Figure 15 : Effets des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Cd(NO3)2 et en
K2Cr0O7 sur les temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L.
comparativement aux graines témoins [0]. Ces données sont enregistrées au 12°™ jour aprés
la 1% mise a germination des graines. Les différentes lettres indiquent des différences
significatives au seuil a = 0,05.
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IVV-1-1-5- Effets sur la germination des traitements au chrome vs cadmium

La cinétique de la germination des graines de M. vulgare L. a été suivie sur 12 jours.
L’allure générale des courbes est sigmoide, assez rapide du troisieme au septiéme jour pour
ce qui est du chrome et se prolonge jusqu’au huitiéme jour pour ce qui est du cadmium.
Ainsi, le plateau étant atteint rendant compte du maximum de graines qui germe pour chacun
des lots et pour chacune des concentrations testées (Fig. 12 et 13).

Pour déclencher la germination des graines de marrube, dans les conditions de notre
travail, un temps de latence a été nécessaire ; il est de 3 jours pour les 2 lots des traités ainsi

que d’ailleurs pour les graines témoins.

Le tableau 1 ci-dessous regroupe les % cumulés moyens de germination des graines de
marrube obtenus au cinquieme jour de suivi de la germination. Ce temps a été choisi parce
qu’il correspond au temps intermédiaire enregistré au cours de la progression des
germinations pour les 2 lots traités. Ce temps se situe entre le 3*™ jour correspondant au
déclenchement de la germination et le 7°™ jour correspondant au temps ot 1’on obtient le

maximum de graines qui germe avant d’amorcer le plateau.

A Tanalyse de ces % cumulés moyens de germination, on constate que dans le cas du
chrome, seule la concentration de [25 ppm] qui présente un effet améliorant et assez rapide
sur la germination des graines de marrube. Le traitement au cadmium exerce de tels effets
avec un large éventail de concentrations [25, 50 et 75 ppm] (Tab. 1).

Tableau 1: Pourcentages cumulés moyens enregistrés au 5°™ jour du suivi de la
germination des graines de Marrubium vulgare L. témoins et traitées par différentes
concentrations croissantes en chrome et en cadmium.

% cumulés moyens de germination enregistrés au 5°™ jour

Témoins [25 ppm] [50 ppm] [75 ppm] [100 ppm]
K2Cr207 58,0+5,16 36,0 £ 6,53 26,0+5,16 21,0+3,82
31,5+4,50
Cd(NO3); 55,0 £ 5,03 53,0 £ 2,00 45,0+5,03 31,0%+6,83
Rapport 1 1,05 0,67 0,57 0,67

La capacité germinative atteinte au final par les graines de M. vulgare L. a été nettement
améliorée par le traitement au chrome le plus faible de [25 ppm] par comparaison a la
capacité germinative exhibée au final par les graines témoins. Le traitement au cadmium
exerce son effet améliorant sur la capacité germinative des graines avec au moins deux des
concentrations testées, a savoir [25 et 50 ppm], qui donnent d’ailleurs des % cumulés moyens
finaux identiques (Tab. 2).
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Aussi, il y a lieu de noter qu’au-dela de ’effet améliorant exercé sur la germination des
graines de marrube par le chrome a la faible concentration, les concentrations les plus élevées
exercent un effet entravant sur cette capacité germinative. Cet effet commence avec la
concentration de [75 ppm] et s’amplifie avec la concentration de [100 ppm]. Ce n’est pas le
cas du traitement au cadmium, dont I’effet entravant sur la germination commence pour la
concentration la plus forte de [100 ppm] (Tab. 2).

Tableau 2 : Pourcentages cumulés moyens finaux enregistrés au 12°™ jour du suivi de la
germination des graines de Marrubium vulgare L. témoins et traitées par différentes
concentrations croissantes en chrome et en cadmium.

% cumulés moyens finaux de germination enregistrés au 12¢™ jour

Témoins [25 ppm] [50 ppm] [75 ppm] [100 ppm]
K2Cr207 69,0 £5,03 55,0 £+ 3,82 49,0+ 5,03 42,0+5,16
57,0+ 5,55
Cd(NO3)2 64,0+ 4,61 63,0 £+ 3,82 59,0 £ 6,83 52,0 3,26
Rapport 1 1,07 0,87 0,83 0,80

Les temps moyens de germination des graines traitées de marrube sont plus courts que le
temps moyen de germination exhibé par les graines témoins. L’effet améliorant exercé sur
la germination des graines par le chrome a la concentration de [25 ppm], s’est traduit par un
temps moyen de germination plus rapide que celui exhibé par les témoins. C’est le méme
cas pour le traitement au cadmium pour la concentration la plus faible de [25 ppm].
Seulement, cet état de fait observé se prolonge dans le cas du traitement au cadmium
lorsqu’on porte les concentrations appliquées a [50 et 75 ppm]. Ce qui n’a pas été observé
dans le cas du traitement au chrome aux mémes concentrations indiquées, en témoigne le
rapport Cr/Cd qui passe a 1,09 (Tab. 3).

Tableau 3 : Temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L. témoins
et traitées par différentes concentrations croissantes en chrome et en cadmium.

Temps moyens de germination (en jours)

Témoins [25 ppm] [50 ppm] [75 ppm] [100 ppm]
K2Cr207 4,42 + 0,08 4,88 +0,28 530+£0,30 5,46+0,09
5,46 £ 0,28
Cd(NO3); 4,37 £0,22 4,45 +0,17 4,84+0,23 5,19+0,27
Rapport 1 1,01 1,09 1,09 1,05
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IVV-1-2- Teneur en eau des plantules de Marrubium vulgare L.

Apres 12 jours, les plantules de M. vulgare L. qui se sont développées dans les différents
milieux de germination ont été récupérées et leur teneur en eau a été calculee (Fig. 16).
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Figure 16 : Evolution des teneurs en eau moyennes des plantules de Marrubium vulgare L.
en fonction des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Cd(NOs3)2 et en
K2Cr207 appliquées au milieu de germination des graines. Les différentes lettres indiquent
des différences significatives au seuil a = 0,05.

La teneur en eau moyenne des plantules témoins est de 95,56 + 1,3%. Celle des plantules
traitées avec les différentes concentrations en chrome diminue par deux fois par rapport a la
teneur en eau moyenne exhibée par les plantules témoins. La premiéere diminution est
enregistrée pour les concentrations les plus faibles de [25 et 50 ppm]. La seconde diminution
est observée pour les concentrations les plus fortes de [75 et 100 ppm]. Les diminutions
enregistrées la premicre fois sont de ’ordre de 2,97 et 3,54% respectivement pour les
concentrations de [25 et 50 ppm] ; alors que les diminutions enregistrées la seconde fois sont
plus grandes de I’ordre de 4,91 et 6,01% respectivement pour les concentrations de [75 et
100 ppm] (Fig. 16).

Lorsqu’on considére le cas du cadmium, la teneur en eau moyenne enregistrée diminue
également pour I’ensemble des concentrations testées lorsqu’on les compare par rapport a la
teneur en eau moyenne des plantules témoins. Ainsi, aux concentrations les plus faibles de
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[25 et 50 ppm], les diminutions enregistrées sont respectivement de 2,05 et 3,14%
comparativement aux témoins ; alors qu’aux concentrations les plus fortes de [75 et 100
ppm], les diminutions enregistrées sont respectivement de 3,85 et 4,63% (Fig. 16).

Lorsqu’on considére les teneurs moyennes en eau enregistrées entre les deux traitements,
on constate que les effets imposes par le chrome sur la teneur en eau sont identiques a ceux
imposés par le cadmium aux mémes concentrations, étant donné que le rapport Cr/Cd est de
0,99 pour les trois premiéres concentrations de [25, 50 et 75 ppm]. Une légere différence est
enregistrée pour la concentration la plus forte de [100 ppm], ot ’on note une teneur en eau

plus faible lorsque le traitement est du chrome par rapport au cadmium (Tab. 4).

Tableau 4 : Teneurs en eau moyennes (en %) des plantules de Marrubium vulgare L.
témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en chrome et en cadmium.

Teneur en eqau moyenne des plantules (en %)

Témoins [25 ppm] [50 ppm] [75 ppm] [100 ppm]
K2Cr20; 92,71+0,32 92,17+0,19 90,86+0,36 89,81+0,85
95,56 + 1,29
Cd(NO3); 93,60+0,75 92,55+0,46 91,87+0,45 91,13+0,20
Rapport 1 0,99 0,99 0,99 0,98

IVV-1-3- Contenu en sucres solubles des plantules de Marrubium vulgare L.

Le dosage des sucres solubles des plantules de M. vulgare L. s est déroulé le 126™ jour
aprés la 1% mise & germination des graines. Le contenu moyen en sucres solubles des
plantules témoins est de 8,98 + 1,03 mg/g PF (Fig. 17).

Ce contenu moyen en sucres solubles enregistré chez les témoins est significativement
identique a celui des traités par le chrome a la concentration la plus faible de [25 ppm] et a
la concentration la plus forte de [100 ppm]. Entre temps, le contenu en sucres solubles des
traités au chrome avec les deux concentrations intermédiaires, [50 et 75 ppm], se trouve plus
élevé que celui des plantules témoins, respectivement de 14,17 et 20,05% (Fig. 17).

Dans le cas ou le traitement est du cadmium, la concentration la plus faible de [25 ppm]
n’augmente pas significativement le contenu en sucres solubles des plantules qui en sont
issues comparativement aux plantules témoins. En revanche, les trois autres concentrations
ne font qu’augmenter ce contenu a chaque fois que 1’on augmente la concentration de ce
stress métallique. Ces augmentations sont de 14,80 % pour la concentration de [50 ppm] ;
de 29,01 % pour la concentration de [75 ppm] et de 41,52 % pour la concentration de [100

ppm] (Fig. 17).
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Figure 17 : Evolution des quantités moyennes en sucres solubles des plantules de
Marrubium vulgare L. en fonction des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en
Cd(NOz3)2 et en K,Cr.0O7 appliquées au milieu de germination des graines. Les différentes
lettres indiquent des différences significatives au seuil a = 0,05.

En comparant entre le contenu en sucres solubles des deux traitements appliqués au
préalable aux graines, on trouve que le rapport n’est de 1 que pour la concentration de [50
ppm]. Toutes les autres concentrations montrent qu’il y a plus de sucres solubles chez les
plantules issues du traitement au cadmium que chez les plantules issues du traitement au
chrome, plus particulierement pour la concentration la plus forte de [100 ppm] (Tab. 5).

Tableau 5 : Contenu en sucres solubles (en mg/g de poids frais) des plantules de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en chrome et en
cadmium.

Contenu moyen en sucres solubles des plantules (en mg/g PF)

Témoins [25 ppm] [50 ppm] [75 ppm] [100 ppm]
K2Cr207 801+069 10,46+1,23 11,23+0,59 7,58+0,97
8,98 + 1,03
Cd(NO3)> 9,89+046 10,54+1,04 12,65+1,30 15,36+1,08
Rapport 1 0,80 0,99 0,88 0,49
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IVV-1-4- Contenu en protéines des plantules de Marrubium vulgare L.

Le contenu en protéines des plantules de M. vulgare L. a été déterminé a I’issue des 12
jours du déroulement de la germination. Il est de 2,90 £ 0,26 mg/g PF chez les plantules
témoins dont les graines n’ont pas été traitées par aucun élément métallique (Fig. 18).

Le traitement au chrome appliqué au préalable aux graines a fait augmenter
considérablement les protéines des plantules qui en sont issues par comparaison aux témoins.
La 1% augmentation de prés de 40% est enregistrée simultanément pour les concentrations
les plus faibles de [25 et 50 ppm]. La seconde augmentation de prés de 55% est pour la
concentration de [75 ppm] alors que la concentration la plus forte de [100 ppm] fait
augmenter une troisieme fois le contenu protéinique cette fois-ci de prés de 61% (Fig. 18).

Le traitement des graines au cadmium n’augmente pas autant le contenu protéinique des
plantules qui en sont issues par comparaison aux plantules témoins. Ainsi, ce contenu n’est
pas modifié pour les concentrations de [25 et 50 ppm]. 1l augmente en revanche de pres de
34% pour une application de [75 ppm] et de prés de 38% pour une application de [100 ppm]
(Fig. 18).

I Témoins
[ cadmium
99 I Chrome

8 - a

Protéines en mg / g PF

[(.)] [2|5] [5|0] [7|5] [1(|)0]
Concentrations en ppm

Figure 18 : Evolution des quantités moyennes en protéines des plantules de Marrubium
vulgare L. en fonction des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Cd(NO3):
et en KoCr,0O7 appliquées au milieu de germination des graines. Les différentes lettres
indiquent des différences significatives au seuil a = 0,05.
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Lorsqu’on compare entre le contenu en protéines des deux traitements entre eux, on note
que pour chacune des concentrations testees, le stress métallique imposé par le chrome induit
plus de protéines accumulées que chez les plantules dont les graines ont été au préalable
traitées par le cadmium. Le rapport Cr/Cd en est la preuve, puisqu’il tourne autour des
valeurs de 1,44 a 1,60 en faveur a chaque fois du traitement au chrome (Tab. 6).

Tableau 6 : Contenu en protéines (en mg/g de poids frais) des plantules de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en chrome et en
cadmium.

Contenu moyen en protéines des plantules (en mg/g PF)

Témoins [25 ppm] [50 ppm] [75 ppm] [100 ppm]
K>Cr207 4,76 £+ 0,32 4,79+ 0,36 6,35+ 0,25 7,40+ 0,34
2,90+0,26
Cd(NO3s)2 2,97 £ 0,29 3,03+0,15 4,38+0,15 4,68+0,34
Rapport 1 1,60 1,58 1,44 1,57

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

La germination des graines de M. vulgare L. est déclenchée au troisiéme jour, un temps
de latence nécessaire pour que les premiéres graines germent. Ce temps de latence est valable
pour les graines témoins et traitées avec un élément métallique, que ce soit du chrome ou
bien du cadmium aux concentrations de [25, 50, 75 et 100 ppm].

Trés rapidement, vers le 5°™ jour, il est observé que pour la concentration de [25 ppm]
en chrome, une nette amélioration du pouvoir germinatif des graines du marrube
comparativement aux graines témoins, qui se maintient d’ailleurs jusqu’a la fin des
expérimentations. Cet état de fait a été un peu moins observé pour la concentration de [50
ppm] et pas du tout pour les concentrations les plus élevées de [75 et 100 ppm]. Au contraire,
le traitement au cadmium exerce un effet améliorant, certes a des degrés moindres, mais au
moins pour un large éventail de concentrations, [25, 50 et 75 ppm].

Au bout du douziéme jour de la germination, le maximum de graines qui germent n’est
que de 57% au sein des graines temoins. Cette capacité germinative atteinte par les graines
témoins au final est beaucoup moindre que celle atteinte par ce qui a été cité dans les travaux
de Zerarga & Bouanani (2023), qui obtiennent au final une capacité germinative de 98%,
pour un temps moyen de germination de 4,15 jours. Pourtant, cette capacité germinative est
obtenue en travaillant avec les mémes graines et de la méme provenance.
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Cette différence de résultats ne peut étre expliquée que par la perte de longevité des
graines de marrube. En effet, les graines fraichement cueillies germent beaucoup mieux que
les graines d’une année apres leur derniere récolte. Avec de tels graines, leur pouvoir
germinatif a diminué comme méme de pres de 42%.

Il n’y a pas donc lieu de comparer par rapport aux résultats obtenus par Zerarga &
Bouanani (2023), qui ont testé dans leur cas deux de nos concentrations [50 et 100 ppm] et
deux concentrations encore plus élevées [150 et 200 ppm]. A de telles concentrations, le
stress imposé aux graines par le chrome ou par le cadmium ne semblent pas entravé la
germination. Les % cumulés moyens de germination atteints au final sont proches de ceux
des témoins. Ce qui differe, ce sont les temps moyens de germination qui sont plus longs
que ceux des graines témoins et qui s’allongent encore plus a chaque fois que I’on augmente
la concentration.

Dans nos cas et indépendamment de la perte de longévité des graines, ce qui prédomine
est un tant soit peu I’effet améliorant sur la capacité germinative des graines, exercé par
I’agent métallique aux concentrations les plus faibles avec des temps moyens de germination
les plus courts. C’est ce que nous avons observé pour la concentration la plus faible de [25
ppm] en chrome ou en cadmium, avec en sus des temps moyens de germination plus courts
gue ceux des témoins.

Le processus menant a la germination des graines est vulnérable sous influence des
¢léments traces métalliques, notamment lorsqu’ils sont présents en exces dans 1’entourage
des graines. Cette vulnérabilité dépend également de la nature des graines et donc de I’espéce
(Kranner and Colville, 2011). En effet et au-dela de la concentration testée, 1’utilisation du
chrome réduit la capacité germinative des graines de 1’épinard de 34%, de la bette a carde
de 29% et de la laitue de 6%. Une utilisation du cadmium réduit la capacité germinative de
I’épinard de 8%, de la bette a carde de 46% et de la laitue de 97% (Bautista et al. 2013).

Si la germination est fortement affectée par la présence des éléments traces métalliques
aux concentrations élevées ; elle ’est moins lorsque les concentrations utilisées sont
modérées. Ainsi, le chrome utilisé aux faibles concentrations de [0,5; 2,5;5; 10 et 25 mg
kg?'] n’a que peu d’effets sur la germination des graines d’Hibiscus esculentus L. En
revanche, le % de germination diminue respectivement de 42,22% et 48,88% lorsque les
concentrations sont de [50 et 100 mg kg™*] (Amin et al. 2013). C’est aussi le cas chez
plusieurs especes dont les graines ont été soumises a différentes concentrations en chrome,
nous pouvons 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).

32



Résultats & discussion

Tout comme le chrome, le cadmium n’influence pas le pouvoir germinatif des graines de
Salvia hispanica L., lorsqu’il est utilisé a la concentration de 15 mg L. Il réduit en revanche
de 42%, la capacité germinative des graines lorsque les concentrations testées sont plus
élevées [45 et 60 mg L] (Stefanello et al. 2019). Idem pour le blé, ot la germination décline
dés la concentration de 20 mg L™t (Ahmad et al. 2012), et pour les graines du haricot, dés la
concentration de 50 mg L* (El Rasafi et al. 2016).

Si on s’intéresse au temps moyen de germination, il a été trouvé que chez Cucumis melo
L., ce temps augmentait de 1,22 a 2,99 par simple application du chrome qu’on faisait passer
d’une concentration faible de 2,5 mg L & une concentration élevée de 300 mg L™ (Akinci
and Akinci, 2010). Dans le cas du traitement au cadmium, les concentrations de [5 ; 20 et
50 mg L"*] ne changent pas ou que peu le temps moyen de germination des graines lorsqu’ils
sont appliqués a différents cultivars de blé. Les changements par un allongement du temps
moyen de germination sont observés uniquement pour une application la plus forte en
cadmium de [80 mg L] (Ahmad et al. 2012).

La germination des graines de marrube est influencée par les éléments traces métalliques
testés, positivement a la plus faible concentration et négativement lorsqu’on éleve la
concentration avec méme un constat de brunissement des radicules émergentes constaté au
bout des douze jours de la durée de la germination.

Ce processus de germination est donc dépendant de la concentration utilisée, de la nature
de I’élément testé, de la durée d’application de ce stress et de 1’espéce considérée. 1l exerce
son influence par sa capacité d’abord a traverser le tégument d’une graine, puis d’atteindre
les tissus embryonnaires avant d’interagir avec les systémes enzymatiques hydrolytiques
dont le fonctionnement est indispensable a la germination (Mahmood et al. 2007 ; Ko et al.
2012 ; Stefanello et al. 2019).

Justement, ’'un des principaux effets de la toxicité qui s’exerce par le chrome ou le
cadmium se situe au niveau de I’activité des p-amylases qui se trouve réduite. Cet état de
fait inhibe non seulement la respiration et 1’état de la perméabilité sélective des systémes
membranaires, mais également I’émergence de la radicule ainsi que la croissance de I’axe
embryonnaire (Mihoub et al. 2005 ; He et al. 2008).

Le temps moyen de germination qui ne fait qu’augmenter a mesure que 1’on augmente la
concentration de 1’élément métallique serait lié & une diminution des activités enzymatiques
en lien avec la croissance de I’embryon et la protrusion de la radicule. En effet, le chrome et
le cadmium 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 I’empécher d’atteindre I’embryon
(Sun and Luo, 2014 ; Stefanello et al. 2019).
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IVV-2-2- Teneur en eau des plantules de Marrubium vulgare L.

La teneur en eau donne un apergu sur I’état de gestion de I’eau au sein d’une plante.
Les plantes incapables de gérer leur eau en souffrent, notamment par rapport au deroulement
de leur activité photosynthétique. Une activité moindre réduit notablement la croissance, le
développement et la productivité des plantes. En présence du chrome dans le milieu de
germination des graines du marrube, la teneur en eau des plantules qui en sont issues diminue
a chaque fois que 1’on augmente la concentration de cet élément métallique. Pareil, dans le
cas du cadmium ou I’on constate une réduction des teneurs en eau de méme ordre que ce qui
a été observé dans le cas du chrome. Le rapport Cr/Cd est d’ailleurs de 1 pour chacune des
concentrations testées, indiquant par-la que les diminutions des teneurs en eau enregistrées
sont en tous points identiques.

Dans les travaux de Zerarga & Bouanani (2023), il a été observé une réduction de
I’allongement des parties racinaires et des axes hypocotylés. Cette réduction est d’autant
plus importante a mesure que 1’on augmente la concentration du chrome ou du cadmium
dans le milieu de germination des graines. Aussi, il y a lieu de noter que cette réduction est
de loin plus importante avec 1’utilisation du cadmium que du chrome. L’ensemble de ces
constatations ont été liées pour une partie a une diminution des teneurs en eau des plantules
qui en sont issues (Zerarga & Bouanani, 2023).

C’est ce qui a été décrit en utilisant du chrome dans le milieu de germination des graines
de Cucumis melo L. (Akinci and Akinci, 2010), Pistia stratiotes (Kakkalameli et al. 2021)
et Camellia sinensis (Tang et al. 2012). C’est aussi vrai dans le cas ou I’on utilise du
cadmium dans le milieu de germination des graines de Brassica juncea (Alfiya and Dheera,
2015), de Crambe abyssinica (Hu et al. 2015), de Cicer arientinum (Ahmad et al. 2016),
de Salvia hispanica L. (Stefanello et al. 2019) et de Vigna radiata (Anwar et al. 2021).

En effet et pour I’ensemble de ces espéces, il a été démontré que plus on augmente la
concentration de 1’élément trace métallique utilisé dans chacun de ces cas, plus I’ensemble
des parametres étudiés diminuent. Il s’agit ici de la capacité germinative des graines, des
longueurs des radicules, des longueurs des parties aériennes, de la taille totale des plantules
qui en sont issues ainsi que leur poids sec, leur poids frais et les relations hydriques entre les
différentes parties.

Pour plusieurs auteurs, la diminution de presque tous ces parametres est directement liée
aux effets exercés par 1’élément trace métallique sur les enzymes hydrolytiques, qui jouent
un role fondamental dans le transport des nutriments vers la radicule et 1’axe caulinaire en
formation. C’est également expliqué par une inhibition directe de 1’élongation et/ou de la
division cellulaires, retardant de ce fait la croissance racinaire et réduisant le transport des
nutriments et de I’eau (Bansal et al. 2002 ; Barbosa et al. 2007 ; Lee et al. 2010 ; Mondal
et al. 2013 ; Tran and Popova, 2013 ; Stefanello et al. 2019).
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IVV-2-3- Contenu en sucres solubles des plantules de Marrubium vulgare L.

Le contenu en sucres solubles des plantules de M. vulgare L. n’est pas modifié par la
concentration la plus faible en chrome ni par celle en cadmium par comparaison au contenu
en sucres solubles des plantules témoins. 1l augmente en revanche dans les 2 traitements de
pres de 15% avec la concentration de [50 ppm]. Au-dela, si le traitement en chrome de [75
ppm] ne permet d’augmenter le contenu en sucres solubles des plantules que de 20%, le
traitement appliqué au préalable aux graines par du cadmium le fait augmenter de 29%. Cette
différence entre les 2 traitements s’accentue avec la concentration la plus forte de [100 ppm],
ou I’on note un contenu en sucres solubles de méme niveau que celui des témoins lorsqu’il
s’agit du chrome, un contenu plus élevé de pres de 42% par rapport a celui des témoins

lorsqu’il s’agit du cadmium.

Le chrome en excés a la faculté d’inhiber la production de biomasse et le déroulement de
la photosynthése chez deux cultivars du riz. Contrairement aux sucres solubles, le chrome
réduit plutdt les niveaux de I’amidon et inhibe les activités de I’amidon synthase chez ces
deux cultivars (AbdElgawad et al. 2023). Sur un autre plan, différentes concentrations en
chrome appliquées a Cyamopsis tetragonoloba L. induit une diminution graduelle de la
teneur relative en eau avec 1’élévation de la concentration en chrome. En parall¢le, il a été
observé une augmentation importante des sucres réducteurs, qui ne fait qu’augmenter au fur
et a mesure que 1’on passe d’une concentration la plus faible en chrome a la concentration la
plus forte en chrome. Dans le méme contexte, le contenu en sucres totaux augmente
également graduellement avec 1’¢lévation de la concentration en chrome. Par contre, les
niveaux en sucres non-réducteurs et I’amidon voient leurs niveaux diminuer a chaque fois
que I’on augmente la concentration du chrome (Tiwari et al. 2023). Pour ces auteurs,
I’augmentation du niveau en sucres réducteurs est la conséquence d’une inhibition qui
s’exerce sur le transport des photoassimilats (Tiwari et al. 2023).

Avec le cadmium, une réduction d’environ 40% de la longueur des pousses et de 70% de la
longueur des racines a été enregistrée chez les plantules de pois (Pisum sativum L.) apres 7
jours aprés la 1°® mise & germination des graines. Ces réductions sont accompagnées d’une
diminution de leur contenu en eau. En revanche, le cadmium n’a pas induit de changement
significatif de la teneur en sucres totaux, en sucres réducteurs et en saccharose dans les
parties racinaires, mais la teneur en amidon diminue. Au niveau des pousses, le saccharose
tend a augmenter avec 1’application du stress cadmium. C’est aussi le cas de I’amidon au
niveau des cotylédons (Devi et al. 2007).

Le traitement au cadmium inhibe la croissance du riz et stimule I’accumulation d”hydrates
de carbone, notamment dans les semences a partir desquelles les plantules se développent
(Moya et al. 1995).
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Il semble que la faible teneur en amidon au niveau racinaire des plantules stressées par le
cadmium serait le résultat d’une synthése moindre de I’amidon en raison de 1’indisponibilité
du carbone, qui ne provient plus de I’hydrolyse de I’amidon qui doit s’opérer au niveau des
cotylédons grace a I’activité de I’a-amylase (Gupta et al. 1993 ; Kaur et al. 2000 ; Chugh
and Sawhney, 1996). L activité de I’a-amylase diminue a cause de I’indisponibilité des ions
calcium, dont la présence est réduite par le seul fait de la présence du cadmium (Devi et al.
2007).

IVV-2-4- Contenu en protéines des plantules de Marrubium vulgare L.

Selon la concentration en chrome appliquée au préalable aux graines, le contenu
protéinique des plantules qui en sont issues ne fait qu’augmenter. L’augmentation par
rapport aux témoins est d’abord de 40% pour les concentrations de [25 et 50 ppm], puis de
de 55% pour la concentration de [75 ppm] et culmine jusqu’a 61% pour la concentration la
plus forte de [100 ppm].

Dans des travaux consacrés aux plantules du Vigna sinensis L., il a été trouvé que le
contenu protéinique augmente lorsqu’on utilise des concentrations assez faibles en chrome,
de [2 a 10 ppm]. Par contre, des concentrations plus élevées, dépassant [25 ppm], ne font
que baisser ce contenu (Nath et al. 2008). C’est ce qui a été signalé également dans une
étude consacrée a certains cultivars de Triticum aestivum L., ou il a été rapporté une baisse
du contenu protéinique, qui s’accentue avec 1’élévation de la concentration en chrome
appliquée (Datta et al. 2011). Dans ce dernier travail, la diminution est attribuée au manque
de I’azote, indispensable a la synthése des acides aminés, qui sont les éléments constitutifs
des protéines (Datta et al. 2011).

A un degré moindre que le traitement au chrome, le traitement au préalable des graines
du marrube par du cadmium n’augmente pas le contenu protéinique des plantules qui en sont
issues lorsqu’il s’agit des concentrations les plus faibles [25 et 50 ppm]. Ce contenu
augmente en revanche de pres de 36% pour les traitements les plus forts de [75 et 100 ppm].

En travaillant sur les effets induits par le cadmium sur certains paramétres physiologiques
et biochimiques de Hordeum vulgare L., il a été démontré une diminution entre autres de
leur teneur en protéines. Dans ce cadre, des concentrations de 10, 20 et 30 mM réduisent le
taux des protéines racinaires respectivement de 63, 61 et 74% par rapport aux protéines
dosées dans les racines des témoins. C’est aussi le cas des protéines des parties aériennes qui
diminuent respectivement de 33, 54 et 71% par rapport au total des protéines dosées dans
les parties aériennes des témoins. Idem pour les protéines foliaires, qui voient leur teneur
diminuer respectivement de 6, 24 et 44% par rapport aux protéines dosées dans les feuilles
des témoins (Gubrelay et al. 2013).
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Les protéines sont susceptibles d’étre modifiées par oxydation ou par libération de
chaines peptidiques, ce qui pour conséquence une diminution de leur teneur. C’est ce qui est
expliqué par Rauser (1995), qui attribue la diminution du contenu protéinique en présence
du cadmium, & la formation de complexes de liaison du Cd?" d’avec trois familles de
peptides, lesquels limitent la disponibilité des peptides libres et inhibent ainsi la synthése des
protéines (Gubrelay et al. 2013).

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

V- Conclusion

La perspective d’utiliser une espece comme Marrubium vulgare L. dans la
décontamination des sols pollués par des éléments traces métalliques nous a poussé a
entamer un travail, sur d’abord ses propres capacités germinatives en présence de deux
métaux lourds, le chrome et le cadmium. Par la suite, nous avons essayé de compléter ce
travail en dosant les contenus en sucres solubles et en protéines des plantules issues des
germinations qui se sont déroulées avec les différentes concentrations en chrome et en
cadmium.

Pour ce faire, on s’est restreint a 4 concentrations différentes d’ordre croissantes, [25, 50,
75 et 100 ppm], en chrome et en cadmium, que nous avons utilisé respectivement sous la
forme de dichromate de potassium [K2Cr.07] et de nitrate de cadmium [Cd(NOs)z]. Les
concentrations testées dans nos expérimentations sont sensiblement de toxicité moindre afin
de permettre la germination des graines, I’émergence d’une radicule intacte et le
développement en une plantule.

Ainsi envisagé, notre travail a commencé par les tests de germination ou nous avons
rencontré un obstacle de capacité germinative moindre que ce qui a été trouvé par Zerarga
& Bouanani (2023). Ces auteurs qui ont travaillé avec le méme lot de graines, un an
auparavant obtenaient chez les graines témoins, une capacité germinative au final de 98%,
pour un temps de latence de 2 jours et pour un temps moyen de germination de 4,15 jours.
Cette capacité n’a pas été atteinte dans nos expérimentations ou nous avons obtenus un %
cumulé moyen de germination final de seulement 57%, pour un temps de latence de 3 jours
et pour un temps moyen de germination plus long de 5,46 jours.

La différence dans de tels résultats ne peut étre expliquée que par la longévité des graines,
une année apres la cueillette des akenes qui les portent. Les graines ont perdu de leur capacité
germinative avec le temps de conservation. Un facteur déterminant qu’il n’y a pas lieu de
négliger.

Au-dela, de ce contretemps rencontré durant nos expérimentations, nous avons observé
une capacité germinative rehaussée par la seule présence des deux éléments traces
métalliques testés, notamment lorsqu’ils sont utilisés avec leur concentration la plus faible
de [25 ppm], avec en prime des temps moyens de germination plus courts que ceux obtenus
avec les graines témoins.

Il y a lieu de rapporter qu’aux trois autres concentrations testées de [50, 75 et 100 ppml],
le cadmium sans améliorer la capacité germinative des graines, semble beaucoup plus la
maintenir a des niveaux trés appréciables proches de ceux des graines témoins. Ce n’est pas
le cas du chrome, qui fait baisser cette capacité germinative, particulierement avec les 2
concentrations les plus fortes de [75 et 100 ppm].

38



Conclusion

A la germination, fait face une expansion de la radicule qui s’allonge avec le temps. Au
bout du 12°™ jour, les plantules qui se sont développées ont été testées par rapport a leur
contenu en eau, en sucres solubles et en protéines.

Le chrome tout comme le cadmium font baisser la teneur en eau des plantules issues des
germinations traitées par les différentes concentrations. Une premiére baisse de 2,9 a 3,5%
est enregistrée pour des applications faibles de [25 et 50 ppm]. Une seconde baisse encore
plus importante, de I’ordre de 4,9 a 6,0% est enregistrée pour des applications fortes de [75
et 100 ppm]. Le rapport Cr/Cd pour chacune des concentrations testées ne dévie pas de 1
pour au moins les trois premiéres concentrations testées, indiquant que les effets induits par
le chrome sur la baisse de la teneur en eau des plantules sont identiques aux effets induits
par le cadmium. Une différence significative apparait pour la concentration la plus forte de
[100 ppm], ou le chrome exerce une baisse plus notable de la teneur en eau des plantules que
celle exercée par le cadmium.

Ces baisses de teneurs en eau ne peuvent que se répercuter sur le déroulement de
I’ensemble des activités métaboliques des plantules issues des différents traitements
appliqués au préalable aux graines. Ainsi et concernant le contenu en sucres solubles de ces
plantules, si la concentration la plus faible de [25 ppm] des deux éléments traces métalliques,
ne fait que peu changer ce contenu ; il augmente un peu plus en revanche pour les deux
concentrations suivantes de [50 et 75 ppm] par comparaison au contenu en sucres solubles
des témoins. Cependant, c’est la concentration la plus forte de [100 ppm] qui marque la
différence entre les 2 types de traitements. En effet, pendant que le contenu en sucres
solubles augmente de 41,5% chez les traités au cadmium par comparaison aux témoins, il
diminue par contre de 15,6% chez les traités au chrome par rapport au contenu en sucres
solubles des témoins.

Il est clair que la baisse assez importante de la teneur en eau fait baisser le contenu en
sucres solubles lorsque le traitement est du chrome. En revanche, la baisse de la teneur en
eau des plantules favorise plut6t une forte accumulation des sucres solubles lorsqu’il s’agit

d’un traitement au cadmium.

Paradoxalement, le contenu en protéines des plantules augmente pour les deux types de
traitements notamment pour les concentrations les plus fortes de [75 et 100 ppm]. Cependant,
I’augmentation de ce contenu est plus importante pour I’application en chrome que pour

I’application en cadmium.

Nous ne pouvons tirer pour le moment aucune conclusion hative sur cette différence de
comportement des plantules de marrube vis-a-vis de ces deux éléments traces métalliques
ainsi appliqués. Il serait judicieux d’aller encore plus loin dans les analyses en s’intéressant
entre autres aux activités enzymatiques notamment celles liées au métabolisme des sucres et
des protéines.
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Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer et de comparer les effets de deux éléments traces
métalliques sur la germination des graines de Marrubium vulgare L., ainsi que sur les premiers stades
de la croissance des plantules qui en sont issues. Les deux éléments métalliques étudiés sont le chrome
et le cadmium, apportés respectivement sous forme de dichromate de potassium [K>Cr,O7] et de nitrate
de cadmium [Cd(NOs),]. Les concentrations testées dans les milieux de germination sont de [25, 50, 75
et 100 ppm] et les paramétres considérés au niveau des plantules sont leur teneur en eau, leur contenu
en sucres solubles et en protéines.

La germination des graines commence au 3°™ jour et le maximum de graines qui germent est atteint
vers le 7°™ au 8™ jour. Ce maximum de graines qui germent est amélioré par le chrome a la
concentration la plus faible de [25 ppm], il I’est egalement pour le cadmium aux concentrations de [25
et 50 ppm]. La diminution de cette capacité germinative s’exerce des la concentration de [75 ppm] avec
le chrome ; elle n’est effective qu’avec la concentration de [100 ppm] en cadmium. D’autre part, lorsque
I’effet améliorant s’exerce sur la germination, les temps moyens de germination des traités sont plus
courts que ceux des témoins.

Les plantules issues des différentes germinations perdent de leur teneur en eau. La quantité d’eau
perdue s’accentue notablement avec les applications les plus €élevées en cadmium et en chrome. Leur
contenu en sucres solubles ne change pas ou que peu pour la concentration la plus faible de [25 ppm].
Il tend a augmenter 1égérement lorsque les concentrations sont de [50 et 75 ppm]. Le changement est
trés manifeste avec 1’application la plus élevée de [100 ppm], ou la quantité en sucres solubles augmente
de 41,5% dans le cas du cadmium pendant qu’elle diminue de 15,6% dans le cas du chrome.
Parallélement, leur contenu protéinique n’augmente de 36% que lorsque les concentrations appliquées
sont de [75 et 100 ppm] dans le cas du traitement au cadmium. Le chrome en revanche, ne fait
qu’augmenter ce contenu en protéines, assez substanticllement lorsqu’il s’agit des concentrations les
plus élevées.

Mots-clés : Marrubium vulgare L. ; chrome ; cadmium ; germination ; teneur en eau ; sucres solubles ;
protéines.

Abstract

The aim of this study was to determine and compare the effects of two trace metals on the germination
of Marrubium vulgare L. seeds and on the early stages of growth of the resulting seedlings. The two
metallic elements studied were chromium and cadmium, supplied in the form of potassium dichromate
[K2Cr207] and cadmium nitrate [Cd(NOs),] respectively. The concentrations tested in the germination
media were [25, 50, 75 and 100 ppm] and the parameters considered in the seedlings were their water
content, soluble sugar content and protein content.

Seed germination begins on day 3 and the maximum number of germinating seeds is reached around
day 7 or 8. This maximum number of germinating seeds is enhanced by chromium at the lowest
concentration of [25 ppm], and also by cadmium at concentrations of [25 and 50 ppm]. The reduction
in this germination capacity starts at a concentration of [75 ppm] with chromium,; it is only effective at
a cadmium concentration of [100 ppm]. On the other hand, when the improving effect was applied to
germination, the average germination times of the treated plants were shorter than those of the controls.

The seedlings resulting from the various germinations lose their water content. The amount of water
lost increases significantly with the highest applications of cadmium and chromium. Their soluble sugar
content changes little or not at all at the lowest concentration of [25 ppm]. It tends to increase slightly
at concentrations of [50 and 75 ppm]. The change is very clear at the highest application of [100 ppm],
where the quantity of soluble sugars increases by 41.5% in the case of cadmium, while it decreases by
15.6% in the case of chromium. At the same time, their protein content only increased by 36% when the
concentrations applied were [75 and 100 ppm] in the case of cadmium treatment. Chromium, on the
other hand, only increases this protein content, quite susbstantially at the highest concentrations.

Keywords: Marrubium vulgare L., chromium, cadmium, germination, water content, soluble sugars,
proteins.



