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Introduction

I- Introduction

L’augmentation rapide du nombre d’industries, les activités anthropogéniques et le
progres des matériaux agricoles utilisés (insecticides, pesticides, herbicides et autres engrais
chimiques) ont entrainé la libération de divers métaux lourds ou métalloides non essentiels
ou toxiques (As, Pb, Cd, Hg, Cr, Ni, etc. ...) dans I’environnement. Cette libération constante
de métaux lourds nocifs est devenue un défi majeur pour la survie des plantes et des autres
étres vivants (Dhiman et al. 2023).

Certaines plantes consomment ces métaux lourds toxiques a partir de leurs racines et
parviennent a leur partie foliaire. Ces éléments peuvent interférer avec divers aspects des
plantes, tels que la biochimie, les biomolécules et les processus physiologiques, ce qui se
traduit généralement par des changements morphologiques, anatomiques et physiologiques
(Ejaz et al. 2023).

Les plantes utilisent diverses stratégies pour faire face aux effets toxiques de la
contamination par les métaux lourds. Certaines de ces stratégies comprennent la restriction
des métaux lourds au niveau racinaire, la synthese de divers composés biochimiques pour
séquestrer les ions de métaux lourds une fois le compartiment racinaire est atteint, puis au
niveau foliaire si et seulement si, ces métaux se déplacent vers ces parties ou ils sont
séquestrés dans des structures bien particulieres (Ejaz et al. 2023). Tout dépend dans ces
cas, de la capacité de tolérance exprimée par la plante, de la nature de I’élément métallique,

de sa concentration et du temps d’exposition a ces €léments (Zulfigar et al. 2019).

Notre travail est basé sur le choix d’une espéce végétale intéressante, au vu de ses
capacités intrinséques a limiter ou non la toxicité d’un élément métallique. Le choix s’est
porté sur Marrubium vulgare L., une espéce herbacée vivace qui appartient a la famille des
Lamiacées. Elle est abondante et assez commune dans nos régions ; elle est considérée
comme une plante d’intérét aux vertus thérapeutiques de premier ordre et surtout capable de
tolérer des environnements assez rudes (Aéimovic et al. 2020).

Dans cette perspective, notre travail a été consacré a des essais de caractérisation au plan
biochimique des plantules de Marrubium vulgare L. issues de la germination des graines
traitées au préalable par différentes concentrations en plomb (Pb) et en nickel (Ni). Pour ce
faire, le plomb a été apporté sous forme de nitrate de plomb Pb(NO3). et le nickel sous forme
de sulfate de nickel hexahydraté NiSOa. Les concentrations appliquées aux graines sont de
[25, 50, 75 et 100 ppm], mises a germer en conditions contrblées (obscurité et température
réglée a 23°C).

L’évolution au cours du temps des pourcentages cumulées moyens, de la capacité
germinative obtenue au final et de la vitesse de la germination ont été déterminés dans les 2
traitements et pour les différentes concentrations.
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Au bout du 12°™ jour de germination ot des plantules se sont suffisamment développées,
le contenu en sucres solubles ainsi que le contenu protéinique ont été determinés
respectivement selon les méthodes de McCready et de Bradford. 11 s’agit de mesurer les
conséquences d’un stress métallique appliqué au préalable aux graines et ses répercussions

sur les quantités en sucres solubles et en protéines totales des plantules.



SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



Syntheése Bibliographique

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

L’espéce Marrubium vulgare L. ou marrube blanc est tres commune dans le bassin
méditerranéen (Lodhi et al. 2017). C’est une plante qui fait partie de la famille des
Lamiacées, cette derniére est composée d’environ 7000 especes pour 200 genres (Zhao et
al. 2021). Cette famille est tres bien fournie en especes herbacées ou en especes ligneuses.
C’est aussi une famille réputée riche en plantes a usage aromatique et/ou médicinale, ne
serait-ce que le thym, le romarin, la sauge, 1’origan, la menthe et autres (Michel et al. 2020).

I1-1-1- Classification hiérarchique

Selon le lien: http://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/107397/tab/taxo, la position
hiérarchique de I’espéce Marrubium vulgare L. est ainsi :

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

Espece : Marrubium vulgare L., 1753

I1-1-2- Origine du nom et étymologie

Le nom latin Marrubium vulgare L. est constitué de deux termes : mar qui signifie amer,
et rob qui signifie beaucoup. Le marrube peut étre donc qualifié de plante ameére. En francais,
on parle de marrube blanc, en anglais de white horehound et en italien de Marrubio comune
(Ac¢imovi¢ et al. 2020). Dans nos régions, en Kabylie notamment, le marrube blanc est
connu sous I’appellation de Maruyeth ou encore de Marrioua. C’est une plante qu’on a
I’habitude d’associer au miel pour réduire son amertume et qu’on utilise pour soigner les

maladies respiratoires (Zidat, 2016).
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11-1-3- Distribution et habitats

Marrubium vulgare est une plante qui pousse dans toute 1’ Afrique du Nord, dans presque
toute I’Europe et ¢galement en Asie centrale. C’est une espéce introduite en Amérique et
qu’on signale également du c6té du Sud-Ouest de 1’ Afrique et en Australie (Fig. 1) (Lodhi
et al. 2017).

Figure 1 : Distribution mondiale de Marrubium vulgare L. Source de la carte de distribution
du marrube : https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/107397

I1-1-4- Description botanique

Marrubium vulgare L. est considéré comme une plante herbacée, vivace, haute d’une
trentaine a une cinquantaine de cm et assez robuste. Elle a des racines fibreuses et de
nombreuses tiges épaisses, quadrangulaires, dressées et trés duveteuses. Ses feuilles sont
rondes, dentées ou profondément dentelées, ridées, veinées, hirsutes en surface et portées
par paires (Fig. 2).

Les fleurs du marrubium blanc sont assez blanchatres et disposées en verticilles axillaires
serrés. Le calice est tubulaire et divisé en 10 segments étroits a la marge, qui sont crochus a
I’extrémité. La corolle est également tubulaire, avec une marge labiée, dont la lévre
supérieure est bifide, la lévre inférieure réfléchie et trois fontes, avec le segment central
Iégerement festonné.

La capsule du fruit, qui est un akene, compte de minuscules graines de 1 a 2,5 mm de
long. Au nombre de 3 a 4 graines par akene, elles sont de forme ovoide, Iégerement aplaties
dans leur contour et présentant une surface rugueuse (Lodhi et al. 2017 ; Nedjimi et al.
2020).
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Figure 2: Photographie de I’espéce Marrubium vulgare L. Source : photographie
personnelle (janvier 2024 a Amizour - Bejaia).

11-1-5- Ecologie de I’espéece

Le marrube blanc est une plante héliophile, de pleine lumiéere poussant en conditions
d’humidité atmosphérique intermédiaire (40 %), de continentalité subocéanique (amplitude

thermique ~ 19°C) et de température euryméditerranéenne ou bien méditerranéo-atlantique
(T = 13°C).

L’espece colonise les sols secs et drainés et ne tolére pas les terrains gorgés d’eau ainsi
que la salinité. Elle préfere des sols a texture légere (limoneux-sableux), a pH légérement
alcalin (7,5 < pH < 8,0), riche en nutriments (= 1250 pg N/I) et relativement pauvres en
matieres organiques (Julve, 2021).

Au niveau régional, et notamment dans la steppe algérienne, on retrouve notre espece de
marrube poussant dans des sols calcimagnésiques a tendance xériques (aridosol), a croute
calcaire, moyennement a fortement riches en matiere organique, tres peu humides et a pH
Iégerement alcalin. C’est ce que décrit Bouterfas et al. (2013) ainsi que Nedjimi et al.
(2020) dans leurs travaux consacrés a cette espéce.
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I1-1-6- Composition phytochimique et utilisation

Marrubium vulgare L. posséde des lactones di-terpéniques, tels que la marrubiine et la
prémarrubiine ; des glycosides de phénylpropanoides dont le verbascoside; des
flavonoides ; des flavones méthoxylées ; des composés azotés caractéristiques de la famille
des lamiacées ; des tannins spécifiques des lamiacées; des mucilages et des huiles
essentielles tels que a-pinéne et le limonene (Lodhi et al. 2017).

En herboristerie, la plante de marrube est utilisée pour les douleurs et les irrégularités
menstruelles, également utilisée en usage externe pour traiter les plaies douloureuses et
enflammées. Grace aux composants volatils, on 1’utilise comme stimulant, contre la
dyspepsie, I’aménorrhée, les rhumatismes chroniques et I’hépatite. On lui connait des vertus
expectorantes, antitussives, béchiques et fluidifiantes. L’espéce est habituellement utilisée
en cas de toux grasse et d’inflammation des voies respiratoires. C’est la marrubiine qui en
est le principe actif en exercant un effet fluidifiant directe sur les sécrétions de la muqueuse
bronchique, facilitant ainsi 1’expectoration. Sa composition en essences aromatiques (o-
pinene, limonene) offre aux extraits de marrube blanc des vertus antiseptiques pulmonaires.

L’extrait de marrube posséde en outre des propriétés stimulantes cholagogues
(évacuation de la bile) et cholérétiques (sécrétion de bile). L’action se fait par stimulation de
la production de bile et son évacuation par la vésicule biliaire. C’est aussi un excellent
tonique naturel a utiliser en cas de fatigue, de convalescence ou d’anémie. Il est préconise
pour traiter le diabéte, 1’obésité et la cellulite (Lodhi et al. 2017 ; Yabrir, 2019 ; A¢imovi¢
et al. 2020 ; Hayat et al. 2020 ; Michel et al. 2020).

I1-2- Eléments traces métalliques

Les éléments métalliques ou oligoéléments sont indispensables pour le bon
fonctionnement d’un organisme, cependant ces €léments peuvent devenir toxiques si leur
concentration dépasse une certaine teneur dans 1’organisme. Certains de ces éléments
peuvent s’avérer toxiques au-dela d’un certain seuil comme le plomb, le cadmium et le
mercure (Perrono, 1999).

11-2-1- Définition

Les éléments traces métalliques sont définis comme des éléments dont la masse
volumique est supérieure a 5 g/cm®. Ce sont des constituants naturels de la croQte terrestre
et sont présents a des concentrations variables dans tous les écosystémes. Les plus connus
pour leur dangerosité sont le plomb (Pb), le mercure (Hg), le cadmium (Cd), le chrome (Cr),
le cuivre (Cu), le nickel (Ni), le zinc (Zn) auxquels il faut rajouter I’arsenic (As) et le
sélénium (Se) (Fig. 3) (Selvaraj, 2018).
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11-2-2- Origine

La présence des ¢léments métalliques dans 1’environnement peut étre d’origine naturelle
ou anthropique. Cette derniere a contribué a la pollution des sols et des systémes aquatiques.
Un probléme d’envergure, étant donné que le sol exerce des fonctions essentielles qui
déterminent en grande partie la production des produits alimentaires et la qualité de I’eau.
De plus, ces éléments n’étant pas biodégradables, ils persistent longtemps dans les
organismes et les écosystémes contamineés (Fig. 3) (Maftouh et al. 2024).

Agricultural activiies Volcanic explosion  Mining activities Industrial activities

Se € N Pb | Hg As Cd Wastewater
Rocks weathering e e - . . (Leathering, textile,
HM release sewage sludge. efc.)

§
- o

Impact of HM on water resources and solil

V4

fﬁl\
Impact of HM on fish, aquatic 2
and terrestrial animals ‘ Impact of HM on plants
: i
Food chain [ troen 0. Food chain

Impact of HM on human health

Figure 3 : Principaux €léments métalliques, leur origine, leur impact sur les étres vivants en
général et sur la santé des étres humains en particulier (Anyanwu et al. 2018).
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11-2-3- Toxicité

Les multiples usages des éléments métalligues domestiques, agricoles ou bien
industrielles ont conduit a leur large diffusion dans I’environnement, suscitant des
inquiétudes quant a leurs effets potentiels sur I’environnement d’abord et surtout sur la santé
humaine ensuite. Leur toxicité dépend de plusieurs facteurs, notamment la dose, la voie
d’exposition et les espéces chimiques, ainsi que I’age, le sexe, la génétique et 1’état
nutritionnel des personnes exposées.

Ces éléments métalliques sont considérés comme des toxiques systémiques connus pour
provoquer des lésions de plusieurs organes, méme a des niveaux d’exposition faibles. Ils

sont également classés comme cancérogenes pour I’homme (Fig. 3) (Tchounwou et al.
2012).

11-3- Plomb vs Nickel

Bien que le plomb n’a pas d’utilité biologique connue sur les plantes, il est facilement
assimilé et accumulé dans différentes parties de la plante. Son absorption est régulée par le
pH, la taille des particules et la capacité d’échange cationique des sols, ainsi que par
I’exsudation des racines et d’autres paramétres physico-chimiques (Fig. 4) (Sharma and
Dubey, 2005).

Le nickel est un nutriment essentiel pour la croissance et le développement normaux des
plantes. Il est absorb¢ au niveau racinaire des lors qu’il est disponible dans le sol. En exces,
ses effets favorisent une production des ROS et entravent le fonctionnement de plusieurs
processus physiologiques tels que la photosynthese, la transpiration, ainsi que la nutrition
minérale, et provoquent a long terme une phytotoxicité (Fig. 6) (Shahzad et al. 2018).

11-3-1- Effets et réponses apportées a la phytotoxicité du plomb
11-3-1-1- Effets sur la germination, la croissance et les activités physiologiques

Le plomb retarde la germination et réduit la capacité des graines a germer de maniere
dose-dépendante chez les espéces dont le tégument est assez perméable au plomb. Chez

d’autres espéces, la germination n’est que retardée (Fig. 4) (Wierzbicka and Obidzinska,
1998).

La perméabilité des téguments au plomb varie au cours des différentes étapes de
I’imbibition. Lorsque I’absorption d’eau est intense, les téguments sont imperméables au
plomb. Au cours des derniers stades de 1I’imbibition ou I’absorption d’eau est réduite, I’entrée
du plomb est plus ou moins facilitée. Ce plomb qui atteint I’embryon exerce un effet
retardant sur le processus de germination (Wierzbicka and Obidziniska, 1998).
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Les plantes en culture sur sol fortement contaminé au plomb présentent certains
symptdmes de toxicité qui retardent la croissance végeétative et reproductive, diminuant ainsi
au final la qualité et le rendement de ces plantes (Fig. 4) (llyas et al. 2023 ; Rani et al.
2024).

Le plomb absorbé au niveau racinaire est en partie transporté vers les feuilles via les tissus
vasculaires. Des dép6ts de plomb de différentes tailles ont été détectés dans les espaces
intercellulaires, les parois cellulaires et les vacuoles. De petites quantités de plomb sont
méme retrouvées au niveau des noyaux, des chloroplastes et des mitochondries exercant
ainsi des effets toxiques sur ces organites (Fig. 4) (Wierzbicka and Antosiewicz, 1993 ;
Verma and Dubey, 2003 ; Seregin et al. 2004 ; Sharma and Dubey, 2005).

Une fois atteint le niveau cellulaire, le plomb inhibe les activités de nombreuses enzymes,
perturbe la nutrition minérale et 1’équilibre hydrique, modifie le statut hormonal et affecte la
structure de la membrane et sa perméabilité. Les symptémes visuels de la toxicité au plomb
sont dans ce cas, un retard de croissance, une chlorose et un noircissement du systéeme
racinaire (Fig. 4) (Burton et al. 1984, Sharma and Dubey, 2005).

‘ Pigments M
Grain yield ‘
* Germination
* Water status Cell death 1
‘ Protein levels Lipid damages 1
‘ Shoot biomass oxidative injuries f
‘ Photosynthesis | Deactivation of enzymes f
] Factors controlling the Pb species }
‘ Root biomass
‘ Root elongation Soil pH  Soil type  Clay minerals
‘ Nutrients uptake Chelation potential  Cation exchange
‘ Root respiration Soil organic matter  Co-precipitation
‘ Soil microbial activity Iron oxides  Soil particle size

Figure 4 : Effets d’un stress 1i¢ a la présence du plomb au niveau racinaire et au niveau
foliaire et ses conséquences sur les paramétres morpho-physiologiques des plantes (Aslam
et al. 2020).

Des irrégularités mitotiques sont observées en présence de différentes concentrations en
plomb. Cet élément empéche par voie de conséquence la formation du fuseau mitotique, ce
qui bloque la division des cellules des méristemes des racines en prométaphase (Sharma
and Dubey, 2005).
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L’inhibition des activités enzymatiques résulte souvent de I’interaction du plomb avec
les groupements sulphydryl (-SH) de ces enzymes. Ainsi, I’activité des métalloenzymes peut
décliner en raison de cette substitution d’un élément essentiel par du plomb au niveau des
principaux sites actifs de telles enzymes (Fig. 4) (van Assche and Clijsters, 1990 ; Sharma
and Dubey, 2005 ; Rani et al. 2024).

En présence du plomb, plusieurs éléments minéraux dont le potassium, calcium,
magnésium, manganése, zinc, cuivre et fer sont bloqués au niveau des sites d’absorption
racinaires. Ceci déséquilibre le contenu en minéraux susceptibles d’atteindre les tissus
racinaires en croissance (Fig. 4) (Kabata-Pendias and Pendias, 2001 ; Malkowski et al.
2002).

La transpiration et la teneur en eau des tissus diminuent considérablement en présence du
plomb. C’est la conséquence d’une réduction du développement des surfaces foliaires
présentant de surcroit des cellules de garde de petite taille. Le plomb abaisse également le
niveau des composés associés au maintien de la turgescence cellulaire et de la plasticité de
la paroi diminuant par conséquent le potentiel hydrique a I’intérieur de la cellule et favorisant
I’augmentation des teneurs en ABA qui entrainent une fermeture des stomates (Fig. 4)
(Bazzaz et al. 1974 ; Sharma and Dubey, 2005).

Les protéines, les hydrates de carbone et les glycolipides membranaires sont altérés en
présence du plomb (Stefanov et al. 1995). Pareil pour la photosynthése, conséquence d’une
modification de [’ultrastructure du chloroplaste, de la diminution de la synthese des
chlorophylles et des caroténoides, de ’entrave exercée sur le transport des électrons le long
de la chaine photosynthétique et de I’inhibition des activités des enzymes du cycle de Calvin
(Fig. 4) (Sharma and Dubey, 2005 ; Collin et al. 2022).

Le plomb stimule la respiration et augmente la teneur en ATP lorsqu’il est présent en
faibles concentrations. Ceci est due a une forte demande de production d’ATP par
phosphorylation oxydative. En concentrations plus élevées, le plomb réprime la respiration
et diminue le contenu en ATP (Fig. 4) (Romanowska et al. 2002 ; Collin et al. 2022).

Le plomb favorise la formation d’espéces réactives de I’oxygene, ce qui entraine un stress
oxydatif dans les parties de la plante en croissance. Ce stress induit une peroxydation des
lipides, une diminution des acides gras saturés et une élévation du contenu en acides gras
insaturés au niveau membranaire de plusieurs espéces de plantes (Fig. 4) (Verma and
Dubey, 2003 ; Sharma and Dubey, 2005).

11-3-1-2- Réponses apportées a la phytotoxicité du plomb

Les plantes possédent deux mécanismes de séquestration / détoxification du plomb : I’un
est constitutif, I’autre est inductible (Pourrut et al. 2013).
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Le mécanisme constitutif correspond a une adsorption du plomb sur des constituants
cellulaires. Ainsi, il a été noté qu’une exposition au plomb augmente la synthese des
polysaccharides, provoquant un épaississement significatif des parois cellulaires. Cet
épaississement augmente la taille de la barriere physique constituée par les parois et limite
ainsi I’acces du plomb aux membranes cellulaires. Aussi, les liaisons que nouent le Pb avec
les groupes -COOH des acides uroniques constitutifs du mucilage limite également
I’absorption du plomb au niveau racinaire (Fig. 5) (Morel et al. 1986 ; Pourrut et al. 2013).

Les mécanismes inductibles sont mis en place pour éliminer le plomb. Ainsi, I’excés du
plomb qui pénetre dans le symplasme est rapidement éliminé par I’activité efflux des pompes
membranaires. Ces transporteurs étant constitutifs, mais 1’analyse du transcriptome a montré
que I’expression de leurs genes est stimulée par le plomb. Une activité de détoxification
rapide et efficiente s’opére également au niveau vacuolaire par séquestration du plomb
complexé avec des phytochelatines, le glutathion ou bien des acides aminés (Fig. 5)
(Wierzbica and Antosiewicz, 1993 ; Pourrut et al. 2013).

Pb accumulation in grains

Pb accumulation in shoots

5% Pb accumulation
(in most studies)

Shoots

R |

Pb
@
e e Efflux

I 3 Pb ions transport via P-

Voltage gated cation channels e EENSHOHETS
Roots |  95% Pb accumulation gee ype transps S
I (in most studies) oee
————— Pb-binding with cell wall
e 2
l / LY

Root cell
Organic ligands - ++ Denaturation of proteins chelation
<+ Damages in DNA
+ < Mitochondrial
Ligand . Pb disruption/swelling

<+ Disruption in cell division Vacuole
Form complexes

Pb release ( Z )
LRR, ATM1 and PDR12 transporters

Figure 5 : Niveaux d’accumulation du plomb au niveau des différentes parties d’une plante
et les modalités de détoxification et/ou séquestration du plomb par des mécanismes
constitutif et/ou inductible (Aslam et al. 2020).

D’autres mécanismes de défense sont également activés en présence du plomb tels que la
synthése d’osmolytes compatibles (proline), des polyamines (putrescine), des changements
de composition chimique des parois cellulaires (déepdt de callose et de subérine) et de la
balance hormonale (éthylene et ABA) (Seregin and Ivanov, 2001).
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11-3-2- Effets et réponses apportées a la phytotoxicité du nickel
11-3-2-1- Effets sur la germination, la croissance et les activités physiologiques

Si une certaine quantité en nickel est essentielle pour une croissance normale, a certaines
activités enzymatiques et au métabolisme de 1’azote ; en excés des changements de différents
ordres sont observés affectant la germination, la croissance des racines et des pousses,
I’accumulation de la biomasse et la production au final des grains (Fig. 6) (Yusuf et al.
2010 ; Hassan et al. 2019 ; Chatterjee and Choudhury, 2023).

Excess nickel

Reduce stomatal =

Reduce transpiration
conductance

rate
Reduce accumulation of
photosynthetic pigment

Reduce mesophyll cells
thickness

Reduce photosynthesis
Causes lipid peroxidation

Reduce shoot growth Produce non-viable
seeds

Reduce water contents
Imb:-;lance '
Reduce size of vascular bundles nutrients dynamics

and leaf epidermal cells

” Reduce nitrogen cycle
Reduce plant biomass

accumulation '& f

Reduce nitrogen
metabolism

Causes oxidative stress

S Deform root tips

Reduce root growth NY Reduce urease, nitrate
reductase, and glyoxalase-|
Reduce beneficial €NZYmes activities
nitrogen fixation

Figure 6 : Effets d’un excés en nickel sur I’ensemble des paramétres morpho-physiologiques
des plantes (Mustafa et al. 2023).

L’inhibition de la germination des graines et de la croissance des semis se manifeste en
raison entre autres d’une réduction des activités métaboliques, de 1’¢lasticité des parois, des
divisions cellulaires et des activités liées aux enzymes hydrolytiques (Walker et al. 1985 ;
Seregin and Kozhevnikova, 2006 ; Hassan et al. 2019 ; Mustafa et al. 2023).

Les racines sont la cible principale du nickel toxique, leur croissance est plus sévérement

affectée que celle des parties aériennes (Fig. 6) (Seregin et al. 2003 ; Alam et al. 2007 ;
Gajewska and Sklodowska, 2008).
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Le nickel présent en exces perturbe les relations hydriques des plantes en affectant de ce
fait la croissance racinaire, la transpiration, 1’ouverture des stomates et la conductivité
hydraulique des racines (Fig. 6) (Hassan et al. 2019).

Le nickel en excés empéche 1’assimilation et le transport de plusieurs nutriments dont le
fer, le cuivre, le zinc et le manganése. 1l élimine le calcium des sites de liaison au niveau du
complexe degageant de 1’oxygene et se substitue aux ions magnésium au niveau de la
chlorophylle. En conséquence, on observe une réduction de la croissance et une diminution
des activités enzymatiques qui contrélent la photosynthése et la transpiration. La carence en
magnésium conduit a la détérioration des chlorophylles entrainant par voie de conséquence
chloroses et nécroses des feuilles (Fig. 6) (Boisvert et al. 2007 ; Hassan et al. 2019).

La photosynthése est également réduite par les effets délétéres imposés par le nickel a la
structure des chloroplastes, des membranes des thylakoides, sur les échanges gazeux via les
stomates, sur la chaine de transport d’¢électrons, les activités des enzymes du cycle de Calvin
et les pigments photosynthétiques (Fig. 6) (Yusuf et al. 2010 ; Hassan et al. 2019).

L’excés du nickel favorise la formation des espéces réactives de 1’O2, préjudiciables aux
systtmes membranaires, aux protéines et aux lipides membranaires. Les systémes
enzymatiques antioxydants, qui doivent piéger les ROS sont inhibés en présence de quantités
élevées en Ni, amplifiant de ce fait, la peroxydation des lipides et les fuites des ions (Fig. 6)
(Hassan et al. 2019 ; Kumar et al. 2022).

Le nickel en exces n’induit pas uniquement une diminution du contenu protéinique, mais
aussi celui relatif aux sucres solubles tout en affectant les teneurs en azote fixé par symbiose
notamment entre Rhizobium et le groupe des légumineuses (Fig. 6) (Ali et al. 2009 ; Yusuf
et al. 2010).

11-3-2-2- Réponses apportées a la phytotoxicité du nickel

Le mécanisme général de détoxification du nickel implique avant tout un systéeme
d’exclusion/restriction de ’entrée de I’élément métallique (barrieres physiques) ; une
chélation du métal avec des ligands (phytochelatines, métallothionines et nicotinamide) ;
suivi d’une distribution dans des compartiments (vacuoles et autres) ou il ne peut pas
entraver le déroulement des principaux processus cellulaires. Il'y a lieu de noter que plusieurs
composants cellulaires (osmolytes, enzymes, regulateurs) participent activement a la
tolérance du nickel (Fig. 7) (Mustafa et al. 2023).

Ces observations sont déduites des capacités de tolérance exprimées par des especes
hyper-accumulatrices du nickel, telles que les especes appartenant aux genres Assyllum,
Streptanthus, Berkheya et Thlaspi. Ces especes développent des potentialités ainsi resumees
par Mustafa et al. (2023) dans la figure suivante (Fig. 7) :
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Figure 7 : Mécanismes d’absorption, de transport (indiqués en bleu) et de détoxification

(indiqués en rouge) du nickel par les plantes (Mustafa et al. 2023).
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I11- Matériel & Méthodes
111-1- Matériel

L’étude a été menée au laboratoire pédagogique N°1 de Biotechnologie. Son objectif est
d’analyser la composition en protéines et en sucres solubles des plantules de Marrubium
vulgare L., apres exposition des graines a diverses concentrations en plomb et en nickel.

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

Les fruits de Marrubium vulgare L. ont été cueillis en juillet 2022 dans la région de Ben
Badis (wilaya de Sidi Bel Abbes). Cette zone se trouve dans le nord-ouest de 1’ Algérie, aux
coordonnées 34°57°6" N ; 0°54’50" O, et se situe a une altitude de 708 m (Fig. 8).

Daira de Ben badis

wilaya de Sidi Bel Abbés

Figure 8 : Situation géographique de la zone d’échantillonnage des fruits de 1’espéce
Marrubium vulgare L.

I11-1-1-2- Traitement des graines

Les graines ont été décortiquées minutieusement de leurs akenes. Elles sont désinfectées
en utilisant de I’eau de javel a 5 % (v/v) pendant quelques minutes puis sont abondamment
rincées a I’eau distillée. Les graines récupérées a 1’aide d’une passoire sont étalées sur du
papier absorbant en attendant de les répartir en boites de Petri.

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

Pour la germination, les graines de Marrubium vulgare L. sont déposees en boites de Petri
stériles (& 90 mm x H 15 mm) a raison de 25 graines par boite. Ces boites au nombre total
de 36, sont au préalable tapissées de papier absorbant. Elles ont été réparties en trois lots
distincts :
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Le lot témoin composé de 4 boites distinctes,
chacune est humidifiée par 6 mL d’eau distillée.

N
k ———/‘ Le lot traité au plomb composé de 4 sous-
N —A groupes. Chaque sous-groupe contient des
i > — boTte.s dans Iesque\lles on dépose 6 mL d’une
( _—/ solution de plomb a une concentration connue.
- . A Les concentrations utilisées sont de 25, 50, 75
—] N\ et 100 ppm, avec 4 boites attribuées a chacune

NI ) des concentrations testées.

& -
\ =—cp 7/

Le lot traité au nickel préparé de la méme facon
que ce qui vient d’étre décrit précédemment.

Chaque boite est recouverte de son couvercle et scellée par du parafilm pour prévenir
toute évaporation de I’eau (lot témoin) ou de la solution stressante (lots traités) et d’assurer
ainsi I’intégrité des conditions expérimentales pendant la période de suivi de la germination.
L’ensemble des boites sont entreposées dans une étuve réglée a 23°C et a I’abri de la lumiere.

Le comptage des graines ayant initié la germination est réalisé toutes les 24 heures. Le
critére de germination adopté est celui de la percée de la radicule, qui se développe a une
longueur minimale de 2 mm (Evenari, 1957).

Figure 9 : Graines de Marrubium vulgare L. a différentes phases de germination : début de
la germination (boites de gauche) ; percée de la radicule au jour 3 (boite au milieu) et
développement de la radicule au jour 12 (boite de droite).

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

Apreés le suivi de la germination, les plantules qui se sont développées ont été récupérées
au bout du 12°™ jour depuis la premiére mise & germinations. Elles ont été réservées pour
déterminer leur teneur en eau, leur contenu protéinique et leur contenu en suces solubles.
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111-1-2- Préparation des solutions métalliques
I11-1-2-1- Solution de Pb(NO3):

Le nitrate de plomb est un sel inorganique de plomb et d’acide nitrique [Pb(NO3).
(Panreak)]. 1l a été utilisé en solution dans de I’eau pour imposer aux graines de Marrubium
vulgare L. un stress métallique. Les concentrations testées sont de 25, 50, 75 et 100 ppm.

nr

Figure 10 : Présentation du nitrate de plomb en poudre [Pb(NOs3). (Panreak)] et en solution
utilisé lors des tests de germination du lot de graines de Marrubium vulgare L. traité par
différentes concentrations en plomb.

111-1-2-2- Solution de NiSOs4

Le sulfate de nickel utilisé est hexahydraté [NiSO4.6H20 (Prolabo)]. Il se présente sous
I’apparence d’un solide cristallin bleu ou vert-émeraude. Il a été testé en solution dans de
I’eau sur les graines de Marrubium vulgare L. aux concentrations de 25, 50, 75 et 100 ppm.

Figure 11 : Présentation du sulfate de nickel en cristaux [NiSO4).6H2O (Prolabo)] et en
solution utilisé lors des tests de germination du lot de graines de Marrubium vulgare L. traité
par différentes concentrations en nickel.
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111-2- Méthodes
111-2-1- Méthodes appliquées a la germination
111-2-1-1- 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 & 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.

I11-2-2- 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’eau 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%.
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Figure 12 : 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 1’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. 12). 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 exprimee 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. 13). 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.
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Figure 13 : 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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V- 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 Pb(NO3)2

Aucune des graines de M. vulgare L. témoins ou traitées au plomb ne germe au 1°" ni au
2" jour. C’est au 3°™ jour que la germination est enclenchée, plus favorablement avec les
graines traitées au plomb aux faibles concentrations de 25 et 50 ppm qu’avec les graines
témoins ou traitées au plomb avec les fortes concentrations de 75 et 100 ppm (Fig. 14).

Au-dela du 3°™ jour, les différences ne sont pas significatives et les graines témoins ou
bien traitées aux différentes concentrations ne font que germer progressivement au cours du
temps jusqu’au 8°™ jour ol le maximum de germination est atteint. Néanmoins, il y a lieu
de noter que les graines traitées au plomb aux concentrations de 50, 75 et 100 ppm semblent
mieux germer que les graines témoins et les graines traitées au plomb a la faible
concentration de 25 ppm. Ce constat est plus manifeste au-dela du 5°™ jour de la germination

et se maintient jusqu’a la fin des comptages (Fig. 14).
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Figure 14 : Evolution des % cumulés moyens de germination des graines de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations en Pb(NO3)2 [25, 50, 75 et 100
ppm] en fonction du temps.
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IV-1-1-2- % cumulés moyens de germination des graines traitées au NiSO4

Les courbes de germination des graines de M. vulgare L. témoins et des graines traitées
par le nickel présentent toutes une allure sigmoide (Fig. 15).

Si le déclenchement de la germination commence au-dela du 2" jour pour I’ensemble des
graines testées, il semble que le lot des témoins accuse un retard par rapport au lot des traités
par le nickel. Ce retard se maintient par ailleurs jusqu’au 7°™ jour du suivi de la germination
(Fig. 15).

Le maximum de graines qui germent est atteint au 8°™ jour et n’augmente plus au-dela
de ce jour. Il est également intéressant de remarquer que comme dans le cas du plomb, une
capacité germinative assez importante est observée lorsqu’on utilise le nickel et notamment
aux concentrations les plus élevées. Ainsi par ordre d’importance, cette capacité atteint 68%
lorsqu’on utilise 100 ppm de Ni; 63% lorsqu’on utilise 75 ppm de Ni et 60% lorsqu’on
utilise 50 ppm de Ni. Les graines témoins et les graines traitées avec la concentration de 25
ppm n’atteignent que moyennement 56% du total des graines qui germent (Fig. 15).
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Figure 15 : Evolution des % cumulés moyens de germination des graines de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations en NiSO4 [25, 50, 75 et 100
ppm] en fonction du temps.

23



Résultats & discussion

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

Les pourcentages cumulés moyens finaux de germination des graines de M. vulgare L.
ont été déterminés au bout du 12°™ jour aprés la 1% mise & germination des graines témoins
[0 ppm] et traitées par les différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Pb ou bien
en Ni (Fig. 16).

Les graines non traitées ne germent au final qu’a hauteur de 57%. C’est sensiblement les
mémes pourcentages obtenus au final avec le faible traitement de [25 ppm] en plomb (59%)
ou bien en nickel (55%) (Fig. 16).

Cependant lorsqu’on utilise des concentrations plus élevées, [50, 75 et 100 ppm], dans le
milieu de germination des graines, il y a lieu d’observer une amélioration sensible de la
capacité germinative obtenue au final. Ceci est d’autant vrai dans le cas du nickel, un peu
plus dans le cas du plomb (Fig. 16).
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Figure 16 : Effets des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Pb(NOs3). et en
NiSOs 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 a = 0,05.
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IV-1-1-4- Temps moyens de germination des graines témoins et traitées

Le temps moyen de germination nécessaire pour la germination des graines témoins de
M. vulgare L. est de 5,46 + 0,28 jours. Ce temps moyen de germination est significativement
plus élevé que celui enregistré chez les graines traitées au plomb et encore plus que celui des
graines traitées au nickel (Fig. 17).

Lorsque les graines sont traitées avec les différentes concentrations en plomb, le temps
moyen de germination des 4 traitements est sensiblement le méme. Il est quasi identique
pour les 2 traitements extrémes, a savoir 5,10 jours pour le traitement de [25 ppm] et 5,14
jours pour le traitement de [100 ppm]. Il est un peu moindre lorsque les traitements sont
intermédiaires, a savoir 4,64 jours pour le traitement de [50 ppm] et 4,83 jours pour le
traitement de [75 ppm] (Fig. 17).

Dans le cas du traitement au nickel, le temps moyen de germination exhibé par les graines
traitées est identique. Il ne differe pas du tout entre les différentes concentrations testées
(Fig. 17).
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Figure 17 : Effets des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Pb(NO3)2 et en
NiSO4 sur les temps moyens de germination des graines de Marrubium vulgare L.
comparativement aux graines témoins [0]. Les différentes lettres indiquent des differences
significatives au seuil a = 0,05.
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IVV-1-1-5- Effets sur la germination des traitements au plomb vs nickel

Etalé sur une douzaine de jours, le suivi de la germination des graines de M. vulgare L. a
donné lieu a quelques constatations. D’abord, un temps de latence est nécessaire pour
déclencher la germination des graines. Ce temps de latence s’étale sur 2 a 3 jours pour que
les premiéres graines germent. Cet état de fait a été observe chez le lot des témoins et chez
les deux lots de traités par le plomb (Fig. 14) ou par le nickel (Fig. 15).

En second lieu, les courbes enregistrées dans tous les cas considérés présentent I’allure
générale d’une sigmoide plus ou moins étalée dans le temps durant sa seconde phase juste
apres la phase correspondant au temps de latence. Cette seconde phase correspond d’ailleurs
a la progression des germinations ascendante au cours du temps. Elle s’étale a la limite du
temps de latence (troisi¢éme jour) jusqu’au maximum de graines qui germent atteint vers le
huitieme jour (Fig. 14 et 15).

En troisieme lieu, a partir du huitieme jour rare sont les germinations des graines, ni pour
le lot des graines témoins ni pour les lots des traités au plomb ou au nickel. Les graines non
germées perdent leur capacité germinative en dépit de fait qu’on a prolongé le temps
jusqu’au 20°™ jour pour permettre leur germination, mais sans résultats probants.

Dans un autre contexte et comparativement aux graines témoins, les germinations sont
plutot stimulées par le traitement métallique, qu’il soit par le plomb ou par nickel. Aussi, les
meilleurs taux de germination des graines traitées sont enregistrés pour les concentrations
les plus élevées. C’est ce qui ressort avec la synthése reprise dans le tableau ci-dessous qui
résume les taux cumulés moyens obtenus au final des douze jours de suivi de la germination
(Tab. 1).

Méme le rapport Pb / Ni est de 1 et ne change que tres peu. Ceci montre que les effets du
plomb et du nickel sont plutdt similaires sur le pouvoir germinatif au final des graines de M.
vulgare L. (Tab. 1).

Tableau 1 : 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 plomb et nickel.

Témoins 25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm
Pb(NO3); 59+5,0 66 5,1 66 5,1 71+£2,0
57+5,5
NiSO4 55+3,8 60 +4,6 63+3,8 68 3,2
Pb / Ni 1 1,07 1,10 1,04 1,04
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Lorsqu’on considére les temps moyens de germination entre les deux traitements, on
constate que le traitement au nickel donne les temps moyens de germination les plus courts
vis-a-vis de ce qui a été observé dans le cas du traitement au plomb. Ceci est d’autant vrai
que le rapport est légerement supérieur a 1 dans trois cas de figure au moins (Tab. 2).

Tableau 2 : Temps moyens de germination (en jours) des graines de Marrubium vulgare L.
témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en plomb et nickel.

Témoins 25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm
Pb(NO3)2 5,09+0,41 463+005 4,82+0,17 5,13+£0,16
5,46 £ 0,28
NiSO4 452+0,14 458+0,09 4,46+020 4,44%0,14
Pb / Ni 1 1,12 1,01 1,08 1,15

IVV-1-2- Teneur en eau des plantules de Marrubium vulgare L.

Au bout du 12°™ jour, les plantules de M. vulgare L. qui se sont développées dans les
milieux de germination ont été récupérées et leur teneur en eau a été déterminée (Fig. 18).
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Figure 18 : Evolution des teneurs en eau moyennes des plantules de Marrubium vulgare L.
en fonction des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Pb(NO3)2 et en NiSO4
appliquées au milieu de germination des graines. Les différentes lettres indiquent des
différences significatives au seuil o = 0,05.
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La moyenne des teneurs en eau enregistrée chez les plantules témoins est de 95,56 +
1,3%. Celle des plantules traitées avec les différentes concentrations en plomb, ne semble
pas s’écarter de celle enregistrée chez les plantules témoins, hormis 1égérement lorsque le
traitement est d’une concentration de [75 ppm]. On comprend bien que dans ce cas de figure,
les plantules perdent un peu d’ecau sous I’effet de la contrainte imposée par le plomb, mais
qu’elles sont capables de réajuster leur contenu en eau comme c’est le cas lorsqu’on applique
une concentration plus forte de [100 ppm]. Ici, la teneur en eau moyenne enregistrée a été
réajustée jusqu’a une valeur de 95,61 + 0,5% identique a celle des plantules témoins (Fig.
18).

Lorsqu’on considere le cas du nickel, la teneur en eau moyenne enregistrée diminue par
deux fois lorsque les comparaisons sont établies avec les plantules témoins. Ainsi, une légére
diminution de cette teneur moyenne en eau est constatée pour les deux concentrations les
plus faibles [25 et 50 ppm] ; elle s’amplifie légérement lorsque les concentrations sont
portées a [75 et 100 ppm] (Fig. 18).

Lorsqu’on compare les teneurs moyennes en eau enregistrées pour les deux traitements,
tout indique que les effets imposés sur cette teneur en eau par le plomb sont les mémes que
ceux imposés par le nickel, puisque le rapport Pb/Ni est de 1 du moins pour trois
concentrations [25, 50 et 75 ppm] (Tab. 3).

Néanmoins, lorsque la concentration est de [100 ppm], le rapport Pb/Ni augmente
Iégerement. Cela se traduit par une teneur en eau moyenne plus importante dans le traitement
au plomb que dans le traitement au Ni (Tab. 3 & Fig. 18).

Dans ce dernier cas de figure, I’incidence du nickel par sa forte concentration de [100
ppm] sur la teneur en eau moyenne des plantules de M. vulgare L. a été plus importante que
celle imposée par le plomb a la méme concentration.

Ici la question hypothétique qui se pose est la capacité de réajustement exprimée et opérée
par les plantules de M. vulgare L. en présence du plomb, qui n’a pas pu vraisemblablement
se dérouler en présence du nickel.

Tableau 3 : Teneurs moyennes en eau (en %) des plantules de Marrubium vulgare L.
témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en plomb et nickel.

Témoins 25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm
Pb(NO3); 95,16 +0,75 94,68+0,43 93,88+0,77 95,61+0,48
95,56 + 1,29
NiSO4 95,00+0,40 94,19+1,01 93,74+1,02 92,68 +0,89
Pb / Ni 1 1,00 1,00 1,00 1,03
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IVV-1-3- Contenu en sucres solubles des plantules de Marrubium vulgare L.

Les sucres solubles des plantules de Marrubium vulgare L. ont été dosés au 12°™ jour
aprés la 1°® mise & germination. Ces hydrates de carbone ont été exprimés en mg/g de poids
frais et ils sont représentés dans la figure ci-dessous pour les témoins, les traités par les
différentes concentrations en plomb et en nickel (Fig. 19).
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Figure 19: 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
Pb(NO3)2 et en NiSOs appliquées au milieu de germination des graines. Les différentes
lettres indiquent des différences significatives au seuil o = 0,05.

Le contenu moyen en sucres solubles des plantules témoins est de 8,98 + 1,03 mg/g PF.
I est significativement identique a celui des traités par le plomb aux concentrations de [25,
50 et 75 ppm]. En effet, les quantités dosées sont de 10,08 + 1,28 mg/g PF pour la
concentration de [25 ppm] ; de 9,49 £ 0,87 mg/g PF pour la concentration de [50 ppm] et de
10,24 + 1,10 mg/g PF pour la concentration de [75 ppm]. En revanche, lorsqu’on applique
une concentration de [100 ppm] en plomb, le contenu en sucres solubles passe a 12,18 + 0,67
mg/g PF ; il est supérieur moyennement de 20% par rapport a celui des témoins et des traités
par les 3 autres concentrations en plomb (Fig. 19).

Dans le cas du stress métallique impose en utilisant dans le milieu de germination du
nickel, le contenu en sucres solubles moyen reste identique a celui des plantules témoins
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pour les 2 premiéres concentrations uniquement, a savoir les concentrations les plus faibles
de [25 et 50 ppm], ou I’on enregistre respectivement des quantités en sucres solubles de 9,23
+ 0,84 mg/g PF et de 10,21 + 1,32 mg/g PF. Par contre, lorsque la concentration de 1’élément
métallique augmente, le contenu en sucres solubles ne fait qu’augmenter pour atteindre un
contenu de 12,62 + 1,52 mg/g PF pour la concentration de [75 ppm], ensuite un contenu de
15,24 + 0,57 mg/g PF pour la concentration la plus forte de [100 ppm]. Dans ces deux
derniers cas, les augmentations sont respectivement de 29% et de 41% par rapport au contenu
en sucres solubles des plantules témoins (Fig. 19).

Lorsqu’on considére comparativement les contenus en sucres solubles des plantules entre
les deux types de traitements, on trouve que la distinction est plus explicite non pas pour les
deux premiéres concentrations les plus faibles, mais beaucoup plus lorsqu’on applique les
deux concentrations les plus fortes, a savoir [75 et 100 ppm]. En effet, les rapports Pb/Ni
dans ces cas de figure sont les plus bas de I’ordre de 0,80 (Tab. 4).

Tableau 4 : Contenu en sucres solubles (en mg/g de poids frais) des plantules de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en plomb et nickel.

Témoins 25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm
Pb(NO3); 10,08 +1,28 9,49+0,87 10,24+1,10 12,18+0,67
8,98 +1,03
NiSO4 923+0,84 10,21+1,32 12,62+1,52 15,24+0,57
Pb/ Ni 1 1,09 0,92 0,81 0,79

IV-1-4- Contenu en protéines des plantules de Marrubium vulgare L.

Comme pour les sucres solubles, le contenu protéinique des plantules de M. vulgare L. a
été dosé au 12°™ jour aprés la 1°® mise & germination. Ce contenu a été exprimé en mg/g de
poids frais et il a été représenté dans la figure ci-dessous englobant les témoins et les traités
par les différentes concentrations en plomb d’une part et en nickel d’autre part (Fig. 20).

Si les plantules témoins mettent en exergue un contenu protéinique de 2,90 + 0,26 mg/g
PF. Celles issues des traitements au plomb montrent un contenu protéinique moindre que
celui des plantules témoins et qui ne fait que diminuer lorsqu’on augmente les concentrations
d’application de ce type de stress métallique. En effet, on enregistre une diminution
d’environ 13,4% pour les concentrations de [25 et 50 ppm]. Ce pourcentage de diminution
passe a 27,5% pour une concentration de [75 ppm] et a 47,5% pour la concentration la plus
forte de [100 ppm] (Fig. 20).
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Lorsqu’on applique du Ni sur les graines de M. vulgare L., les plantules qui en résultent
ne font qu’augmenter leur contenu protéinique avec 1’¢lévation de la concentration. En effet,
I’augmentation est de 22,4% pour une application de [25 ppm]; de 26,7% pour une
application de [50 ppm] ; de 31,1% pour une application de [75 ppm] et de 36,6% pour une
application de [100 ppm] (Fig. 20).
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Figure 20 : Evolution des quantités moyennes en protéines des plantules de Marrubium
vulgare L. en fonction des différentes concentrations [25, 50, 75 et 100 ppm] en Pb(NO3)2
et en NiSO4 appliquées au milieu de germination des graines. Les différentes lettres
indiquent des différences significatives au seuil o = 0,05.

En comparant le contenu protéinique des plantules issues des 2 traitements, on trouve que
le rapport Pb/Ni ne fait que diminuer avec 1’augmentation de la concentration (Tab. 5).

Autrement, on estime a 1,5 fois plus le contenu protéinique des plantules issues des
traitements au nickel que des plantules issues des traitements au plomb, et ce pour les
concentrations les plus faibles de [25 et 50 ppm].

Ce contenu protéinique devient deux fois plus important chez les traités au nickel que

chez les traités au plomb lorsqu’on augmente la concentration du traitement a [75 ppm)].

Pour une application la plus forte de [100 ppm], le contenu protéinique devient trois fois
plus important chez les traités au nickel que chez les traités au plomb.

31



Résultats & discussion

Tableau 5 : Contenu en protéines (en mg/g de poids frais) des plantules de Marrubium
vulgare L. témoins et traitées par différentes concentrations croissantes en plomb et nickel.

Témoins 25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm
Pb(NO3)2 2,54+£0,16 2,48+£0,13 2,10+ 0,10 1,52+0,14
2,90+0,26
NiSO4 3,74+£0,14 3,96+0,26 4,21+005 4,58+0,18
Pb / Ni 1 0,68 0,62 0,49 0,33

I\V-2- Discussion
IVV-2-1- Germination des graines de Marrubium vulgare L.

La germination des graines de M. vulgare L. est retardée au troisiéme jour, un temps de
latence est donc nécessaire pour enclencher le processus germinatif des graines témoins.
Ceci est encore valable dans les cas des graines traitées avec le plomb ou avec le nickel. 1l y
a lieu de rappeler que les concentrations testées sont de [25, 50, 75 et 100 ppm].

La germination une fois enclenchée, sa progression était assez étalée dans le temps, du
troisieme au huitieme jour. Une fois ce huitieme jour atteint, le maximum de graines qui
germent ne dépasse pas 60% au sein des graines témoins. Ce résultat obtenu est moins
important que celui trouvé dans les travaux de Yousfi & Djouder (2023). Ces auteurs ont
travaillé sur les mémes graines, de la méme provenance et la capacité germinative atteinte
au final culmine autour de 94% de graines qui germent. Pour expliquer cette différence de
résultat, la longévité des graines est prépondérante dans ce cas de figure. Les auteurs cités
ont considéré des graines fraichement cueillies, pendant que nous avons fait nos tests sur des
graines ayant épuisés une année depuis leur derniére récolte. Avec de tels graines, leur
pouvoir germinatif a sensiblement diminué, de I’ordre de 36% d’apres nos estimations.

Hormis cette capacité germinative moindre, il a été observé une stimulation de la
germination lorsque nous avons utilisé un traitement métallique. La ou I’on s’attendait a une
diminution du pouvoir germinatif, nous avons enregistré un rehaussement du nombre de
graines qui germent au final. La capacité germinative obtenue au final est de I’ordre de 70%
de graines qui arrivent a germer, notamment avec le traitement induit par une concentration
de [100 ppm]. Cet effet améliorant a été observé dans le cas du plomb et du nickel.

Il n’y a pas lieu de comparer par rapport aux résultats obtenus par Yousfi & Djouder
(2023), qui ont testé dans leur cas des concentrations plus importantes [> 100 ppm]. Ces
concentrations n’ont d’ailleurs pas entravé la capacité germinative des graines. La capacité
germinative obtenue au final était pour toutes les concentrations testées de méme ordre que
ce qui a été obtenu pour chez les témoins.
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Au caractére stimulant de la capacité germinative, nous avons remarqué relativement des
temps moyens de germination plus courts chez les traités par rapport aux témoins. Ceci est
encore plus valable lorsque le traitement était induit par le nickel que par le plomb. Cet état
de fait n’a pas été obtenu par Yousfi & Djouder (2023), ou ils ont constaté que le temps
moyen de germination ne changeait nullement entre les différents lots considerés, c’est-a-
dire entre le lot des témoins comparativement a tous les traités par le plomb et par le nickel.

Par rapport aux travaux de recherche consultés, il est rapporté que le plomb entrave en
général la germination, particulierement celle des plantes cultivées. C’est ce qui est décrit a
titre d’exemple pour Zea mays L. (Zhang et al. 2018) ; Medicago sativa (Yahaghi et al.
2019) ; Triticum aestivum (Kanwal et al. 2020) ; Cynodon dactylon (Xiong et al. 2021) ;
Sorghum bicolor (Osman and Fadhlallah, 2023) et Peltophorum pterocarpum (Rafat et
al. 2023)

Ainsi, dans le travail de Osman & Fadhlallah (2023) consacré a 3 cultivars différents
de Sorghum bicolor (variétés rouge, blanche et shahla), montrent une capacité germinative
qui diminue avec I’élévation de la concentration en Pb utilisée dans leur milieu de
germination (100, 200, 400 et 800 mg L1). A cet effet, les variétés amendées par la plus forte
concentration de 800 mg L induisent d’ailleurs prés de 27,6 ; 18,5 et 32,14 de pourcentage
de réduction de la germination, respectivement chez les variétés rouge, blanche et shahla
(Osman and Fadhlallah, 2023).

La réduction de la capacité germinative est expliquée en premier lieu par I’influence
négative exercée par les ions plomb sur les enzymes hydrolytiques, ainsi que sur la mobilité
des réserves nutritives, comme les hydrates de carbone et les protéines, qui sont
indispensables a I’embryon et de 1a a sa germination. En second lieu, I’effet inhibiteur des
ions plomb s’exerce également sur la germination en modifiant la perméabilité sélective des
systéemes membranaires (Sengar et al. 2009 ; Singh et al. 2010 ; Osman and Fadhlallah,
2023).

Dans tous les cas de figure, il y a lieu de noter que les effets du Pb sur la germination

different d’une espece a 1’autre, de la concentration utilisée et de la durée d’exposition a ce
stress (Gupta et al. 2009 ; Gul et al. 2019).

Par rapport au point relatif aux concentrations expérimentées, la germination des graines
du marrube n’a pas été du tout entravée durant nos essais [25, 50, 75 et 100 ppm] ou durant
les essais de Yousfi & Djouder (2023), qui ont pourtant utilisé des concentrations
sensiblement fortes [100, 200, 300, 400, 500 et 600 ppm]. De tels résultats qui s’opposent a
ce qui a été avancé précédemment, rejoignent par contre plutdt ce qui a été trouvé par Islam
et al. (2007) chez Elsholtzia argyi H., une espéce appartenant a la famille des Lamiacées,
tout comme Marrubium vulgare L.
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En effet, il a été rapporté qu’aux fortes concentrations, le Pb était paradoxalement capable
d’accélérer la capacité germinative des graines de Elsholtzia argyi H. Néanmoins, cette
germination ainsi rehaussée affecte sensiblement la croissance des racines (Islam et al.
2007). C’est ce qui a été d’ailleurs rapporté par Yousfi & Djouder (2023) qui ont relevé un
brunissement sensible des radicules émergentes des germinations obtenues. Cet état de fait
n’a pas été noté dans notre présent travail réalisé avec des concentrations plus faibles.

Dans le cas du traitement induit par le nickel, il a été rapporté des faits similaires au
plomb, c’est-a-dire une phytotoxicité dans le cas ou il est utilisé a de fortes concentrations
et sur des variétés de plantes non tolérantes. Ce constat a été rapporté chez Grevillea exul
(Léon et al. 2005), Helianthus annuus (Ahmad et al. 2009), Brassica napus (Yang and
Zhao, 2013), Abrus precatorius (Vyas, 2017), Triticum aestivum L. (Shweti et al. 2018) et
Vigna unguiculata L. (Mujeeb et al. 2019).

A titre d’exemple, une diminution de la germination des graines de Vigna unguiculata L.
est constatée uniquement lorsqu’on utilise une concentration en nickel supérieure a 2,4 mM.
L’ensemble des autres concentrations testées (0,6 ; 1,2 ; 1,8 et 2,4 mM) n’ont pas modifiés
la germination des graines de cette espece (Mujeeb et al. 2019).

En clair, utilisé aux faibles concentrations, le nickel n’entrave pas la capacité germinative
des graines. Ce sont les fortes concentrations qui ont ce pouvoir inhibiteur sur la capacité
germinative des graines. Exceptionnellement, il a été trouvé que les caryopses du riz (Das
et al. 1978) et le mais (Seregin and Kozhevnikova, 2005) germent méme aux fortes
concentrations en sels de Ni (102 M). Tout comme d’ailleurs ce qui a été trouvé par Yousfi
& Djouder (2023) qui ont fait germer les graines de marrube en dépit de la présence de
fortes concentrations en NiSO4 avec néanmoins au final, un constat de brunissement des
radicules émergentes plus encore apparentes que dans le cas du plomb. Dans notre
contribution, le nickel utilisé aux faibles concentrations a rehaussé la germination et n’a pas
nui aux radicules qui ont émergées.

On sait bien que le nickel est un élément qui figure parmi les éléments essentiels aux
plantes, impliqué dans plusieurs processus liés au métabolisme. Il est aussi connu pour
favoriser la germination notamment des plantules qui en sont issues en favorisant leur
vigueur (Sreekanth et al. 2013). C’est ce qui ressort des études consacrées aux especes
hyper accumulatrices du nickel, tels que Alyssum (Homer et al. 1991), Echinochloa colona
L. (Rout et al. 2000) et Medicago sativa (Peralta et al. 2001).

L’inhibition de la germination induite par les fortes concentrations en nickel est manifeste
sur les activités des amylases, des protéases et des ribonnucléases. Moins de réserves
nutritives en sont disponibles pour permettre le déroulement de la germination des graines.
C’est ce qui est suggéré d’ailleurs par Ahmad & Ashraf (2011). C’est comme d’ailleurs

dans le cas d’un stress métallique induit par le plomb sur les graines en germination.
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Sur un autre plan, Hall (2002) évoque I’inhibition de tous les processus pourvoyeurs en
énergie indispensable a la germination des graines, du seul fait de la présence en exces du
nickel. D’autre part, Chen et al. (2009) avancent le fait que la phytotoxicité du nickel
s’exerce plutét en empéchant les autres €léments minéraux essentiels d’interagir avec
I’embryon pour permettre d’enclencher sa germination. De méme, le stress oxydatif est
évoque dans ce contexte et entraverait également la germination des graines (Chen et al.
2009).

Comme évoqué dans le cas du plomb, I’influence du nickel sur la germination dépend aussi
de type de I’espéce considérée, de la concentration utilisée, de temps d’exposition et aussi
de la nature du sel de nickel administré (Léon et al. 2005 ; Shweti et al. 2018 ; Yadav et
al. 2018 ; Mujeeb et al. 2019).

IVV-2-2- Teneur en eau des plantules de Marrubium vulgare L.

La teneur en eau est un bon indicateur de 1’état du statut hydrique au sein de la plante.
Les plantes qui perdent de 1’eau se caractérisent par une faible activité photosynthétique qui
se répercute négativement sur leur morphologie et leur croissance. En rajoutant du plomb
dans le milieu de germination des graines de M. vulgare L. a différentes concentrations, nous
avons observé le maintien d’un état hydrique consistant pour les 2 concentrations les plus
faibles ([25 et 50 ppm]), avant de fléchir d’environ 1,7% pour la concentration de ([ 75 ppm]),
s’ensuit un réajustement qui s’opere pour la concentration la plus forte de ([100 ppm]), ou
la teneur en eau enregistrée est de méme niveau que celle des plantules témoins.

En rajoutant du plomb a la concentration de 28,15 mg/kg, il a été observé une élévation
de I’indice de la teneur relative en eau dans les tissus foliaires de Spartina pectinata Bosk
ex Link. (77%) comparativement aux témoins (68%). Lorsque on augmente en revanche la
concentration du plomb a 56,30 puis a 112,60 mg/kg, on constate une diminution de cette
teneur en eau qui est respectivement de 57 et 58% (Mikiciuk et al. 2018).

Dans les travaux de Yousfi & Djouder (2023), il a été noté que 1’allongement des racines
et des hypocotyles n’a pas été influencé par une utilisation du plomb a une concentration de
[100 ppm]. L’influence négative s’exerce au-dela de la concentration de [100 ppm]. Le
comportement positif des plantules du marrube a la concentration de [100 ppm] a été
positivement corrélé au maintien de 1’état hydrique des plantules. C’est ce qui revient dans
plusieurs travaux qui rapportent que la toxicité due finalement aux effets du plomb, réduit la
mobilisation des réserves nutritives retardant et/ou réduisant la formation de la radicule et
son émergence ainsi que celle de la partie aérienne (Chatterjee et al. 2004). Dans ce
contexte, la photosynthése est également évoquée ainsi que la transpiration (Qufei and
Fashui, 2009) ; le tout sous influence d’une balance hydrique et/ou des relations hydriques
(Rucinska-Sobkowiak et al. 2013).
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Ce n’est pas le cas avec le nickel qui n’a gardé constante la teneur en eau des plantules
que pour les concentrations les plus faibles. Pour la concentration la plus forte de [100 ppm]
en revanche, on a noté une perte de la teneur en eau a hauteur de 3% comparativement aux
plantules témoins. Une telle perte influence négativement la croissance lorsque la présence
de I’élément métallique demeure persistante. C’est ce qui a été rapporté par Yousfi &
Djouder (2023), qui ont noté une inhibition de la croissance racinaire ainsi que celle des
axes hypocotylés assez importantes pour la seule concentration de [100 ppm] et un temps de
culture prolongé d’une vingtaine de jours. Les concentrations les plus fortes ([ > 100 ppm])
accentuent les pertes d’eau et meénent vers un brunissement des racines, qui ne poussent plus
et qui restent amincies et fréles (Yousfi & Djouder, 2023).

Le nickel étant un élément qui ne favorise la croissance des plantules issues de la
germination qu’aux faibles concentrations, pendant que les plus fortes concentrations
affectent cette croissance en raison entre autres du non maintien des relations hydriques
(Kumar et al. 2021). C’est ce qui est évoqué chez I’orge (Rahman et al. 2005), le tournesol
(Singh et al. 2004 ; Ahmad et al. 2009), la tomate (Kowalczyk et al. 2003), le riz
(Maheshwari and Dubey, 2008), le blé (Shweti et al. 2018) et le niébé (Asagba et al.
2019 ; Mujeeb et al. 2019).

IVV-2-3- Contenu en sucres solubles des plantules de Marrubium vulgare L.

Pour assurer I’ajustement de la teneur en eau, le contenu en sucres solubles des plantules
de M. vulgare L. augmente de 26% lorsque la concentration du plomb appliquée aux graines
est la plus forte [100 ppm]. La quantité en sucres solubles augmente beaucoup plus (+39%)
lorsque la concentration du nickel appliquée aux graines est de [100 ppm], sans que pour
autant on observe un ajustement de la teneur en eau des plantules. Au contraire, dans ce cas
3% de teneur en eau sont perdues par comparaison a la teneur en eau des plantules témoins.

Le niveau en sucres solubles augmente chez des plantules de riz lorsqu’elles sont
exposees au plomb. Ces sucres semblent exercer une fonction protectrice, agissant en tant
qu’osmoprotecteurs et des stabilisateurs des structures membranaires, pour préserver
I’homéostasie cellulaire contre le stress oxydatif engendré par le plomb (Sharma and
Dubey, 2005). Chez le blé, la quantité en sucres solubles augmente également en présence
du plomb (Malik et al. 2021). C’est ce qui est aussi énoncé pour Avena sativa L., dont la
guantité en sucres solubles augmente de 19,9% et 23,2% pour respectivement des
concentrations appliquées en plomb de 0,3 et 0,6 g/L (Souahi et al. 2021). Ces
augmentations sont associées a la protection cellulaire et sont expliquées par 1’absence de
I’hydrolyse des hydrates de carbone ainsi qu’une synthése de novo. C’est une indication d’un
métabolisme des sucres qui n’est pas perturbé lorsque le plomb est présent dans le milieu
(Malik et al. 2021).
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Si des concentrations plus faibles en plomb stimulent I’augmentation du contenu en
sucres solubles, les plus fortes concentrations influencent négativement I’accumulation des
sucres solubles. C’est ce qui est observé dans le cas de Lemna polyrrihiza, ou une
concentration de 40 mg/L en plomb diminue de 73,8% la teneur en sucres solubles. Cette
diminution est expliquée par une inhibition de la photosynthese et/ou par une stimulation de
la respiration (John et al. 2008).

Sur un autre plan, une étude menée sur Oryza sativa L. montre que les teneurs en amidon,
sucres solubles et saccharose sont plus élevées au niveau des pousses de ces plantes traitées
au nickel que chez les témoins. A titre indicatif, le traitement de 0,5 mmol/L augmente de
2,6 fois plus la teneur en amidon ; de 2,8 fois plus la teneur en sucres solubles et de 4 fois
plus la teneur en saccharose (Moya et al. 1993). Inversement, la teneur en sucres solubles
est réduite par un fort traitement au nickel chez Brassica napus L. (Ali et al. 2009), chez Zea
mays (Nie et al. 2015) et chez Oryza sativa L. (Rizwan et al. 2017).

Pour Ali et al. (2009), la réduction des sucres solubles est plus importante chez les
cultivars du colza sensibles au nickel que chez les résistants. Il y a lieu aussi de signaler que
lorsque la quantité en sucres solubles augmente chez les plantules de riz traitées au nickel, il
a été observé en parallele une augmentation concomitante des activités des enzymes
dégradant le saccharose. De tels résultats suggérent que la toxicité du nickel chez les
plantules de riz provoque une perturbation marquée du métabolisme des hydrates de carbone,
entrainant une accumulation accrue des sucres solubles. Ces derniers pourraient servir de
solutés compatibles dans les cellules en conditions de toxicité provoquée par le nickel
(Mishra and Dubey, 2012).

Il convient de mentionner que le nickel a un impact plus important sur le transport des
hydrates de carbone que sur la réduction de la photosynthese menant vers une accumulation
d’hydrates de carbone. En effet, des concentrations élevées en nickel trouvées dans les
pousses et en particulier dans le chloroplaste étaient concomitantes avec une diminution de
la recirculation des hydrates de carbone entre les parties aériennes et les racines. Des sucres
transportés depuis les feuilles, étaient absents dans la coiffe racinaire du mais traité avec 60
uM de Ni. II a été également démontré qu’en fonction de la recirculation des hydrates de
carbone des parties aériennes, la croissance des racines était davantage inhibée que celle des
pousses. L’augmentation de la longueur des cellules dans la zone d’expansion suggere
¢galement un manque de polysaccharides au niveau des parois cellulaires de 1’apex de la
racine (Moya et al. 1997).

De méme, la faible densité de protéines dans 1’apex de la racine, qui pourrait s’expliquer
par le phénomene dans lequel les protéines remplacent les hydrates de carbone comme
principaux substrats respiratoires aprés un manque de glucose, refléte également le transport
réduit d’hydrates de carbone des feuilles vers les racines (Amari et al. 2017).
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IVV-2-4- Contenu en protéines des plantules de Marrubium vulgare L.

Ce qui a été déduit pour les sucres solubles ne s’observe pas dans le cas des protéines
dosées au sein des plantules de M. vulgare L. dont les graines ont été au préalable traitées
par différentes concentrations en plomb. En effet, le contenu protéinique ne fait que diminuer
dans tous les cas testés, particulierement aux concentrations les plus fortes [75 et 100 ppm].

Au contraire, ’augmentation des sucres solubles observée dans le cas du stress appliqué
par la concentration de [100 ppm] en nickel est concomitante a une forte élévation du
contenu protéinique aux mémes conditions. L’augmentation enregistrée étant de 36% par
rapport aux protéines des plantules témoins, presque de méme ordre d’ailleurs que celle
enregistrée pour les sucres solubles (39%).

Le plomb a la faculté d’interagir avec les protéines provoquant une diminution de leur
contenu, particulierement lorsqu’il est utilisé aux fortes concentrations. C’est ce qui ressort
de I’analyse de plusieurs travaux dédiés a ce sujet (Chatterjee et al. 2004 ; Garcia et al.
2006 ; Mishra et al. 2006 ; Piotrowska et al. 2009 ; Pourrut et al. 2011 ; Xia et al. 2019).

La raison invoquée est en premier lieu liée aux effets induits par le plomb sur la
production des espéces réactives de 1’oxygene, de 1a I’installation d’un stress oxydatif, tres
préjudiciable aux membranes et aux protéines (Gupta et al. 2009 ; Piotrowska et al. 2009).

En second lieu, ce sont la diminution du pool des acides aminés, la perturbation du
métabolisme azoté, I’utilisation de protéines dédiées a la détoxification du plomb, I’élévation
de l’activité enzymatique de la ribonucléase qui sont entre autres incriminées et qui
expliquent la réduction du contenu protéinique en présence du plomb (Chatterjee et al.
2004 ; Gopal and Rizvi, 2008 ; Gupta et al. 2009 ; Pourrut et al. 2011).

A la différence de ’action inhibitrice du plomb, le traitement au nickel favorise une
augmentation du contenu protéinique particuliérement lorsqu’il n’est pas utilisé aux trés
fortes concentrations. Nous 1’avons observé chez Nasturtium officinale R., ou la teneur en
protéines augmente dans les racines et les parties aériennes lorsque 1’application en nickel
ne dépasse pas 5 mg L. Le contenu protéinique va diminuer lorsque les concentrations sont
de 10 et 25 mg L (Duman and Ozturk, 2010). C’est ce qui se passe aussi chez Elodea
canadensis, dont le contenu protéinique augmente lorsqu’on traite avec la concentration de
10 umol Lt en Ni (Maleva et al. 2009).

Utilisé aux fortes concentrations, le nickel réduit le contenu protéinique. C’est ce qui a
été trouvé par Yousfi & Djouder (2023) en dosant les protéines du marrube dont les graines
ont germé avec de fortes concentrations en nickel ([ > 100 ppm]). Ce stress endommage les
protéines soit via le stress oxydatif (Gajewska et al. 2006), soit par modification de leur
structure (Seregin and Kozhevnikova, 2006), soit également par leur hydrolyse favorisant
un contenu en acides aminés plus élevé (Ali et al. 2009).
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Pour Hassan et al. (2019), un contenu en acides aminés plus élevé est susceptible de
jouer un réle dans la détoxification des métaux et pourraient protéger les plantes de leurs
effets toxiques (Hassan et al. 2019). En effet, si on considére 1’espéce hyper accumulatrice
du nickel, Thlaspi par exemple, on a remarqué sa capacité intrinséque a accumuler de la
cystéine et du glutathion. On a observé dans ce cas un renforcement de la tolérance par
rapport au stress oxydatif induit par le nickel (Freeman et al. 2004).

C’est ¢galement valable pour un autre acide aminé dont I’accumulation est favorisée par
le nickel, il s’agit de I’histidine fortement accumulée chez le colza. Cet acide aminé aide au
transport du nickel depuis les racines vers les parties aériennes ou il est séquestré (Hall,
2002).

En conséquence, lorsque le stress induit par le nickel est assez fort, le contenu protéinique
peut étre hydrolysé en acides aminés susceptibles de jouer un réle trés important en réponse
au stress, particulierement chez les especes qui tolérent mieux le nickel (Clemens, 2001 ;
Hall, 2002 ; Hassan et al. 2019).
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Conclusion

V- Conclusion

Notre objectif premier est d’analyser I’impact de deux métaux lourds, plomb et nickel,
sur le pouvoir germinatif des graines de Marrubium vulgare L. en utilisant 4 concentrations
différentes. Ces concentrations doivent étre les moins nocives possibles, pour permettre
apres la germination des graines, I’émergence de plantules sur lesquelles on peut suivre de
pres quelques caracteéristiques liées a leur contenu en eau, en protéines et en sucres solubles.
Le tout aprés I’incidence d’un stress métallique censé étre outrepassé ou non par les
plantules.

Sur la germination des graines, le plomb tout comme le nickel, n’ont pas entravé la
capacité germinative obtenue au final. Au contraire, le plomb et le nickel ont un effet
stimulant sur cette germination en améliorant le pouvoir germinatif des graines du marrube.
Cette amélioration s’est traduite par un pourcentage cumulé moyen de germination obtenu
au final qui tourne de 70%. Plus élevé que celui obtenu chez les graines témoins et qui est
de 57%. Il y a lieu de signaler que notre travail a été effectué sur des graines récoltées une
année avant. Les tests de germination effectuées dés leur cueillette donnaient comme méme
un pourcentage de germination de 94%. Il y a lieu donc de considérer la longévité des graines

de marrube lorsqu’il faut considérer un autre travail sur cette espece.

Si la capacité germinative obtenue au final n’a pas permis de distinguer entre le traitement
au plomb et le traitement au nickel, qui aboutissent au final au méme résultat, le temps moyen
de germination obtenu pour chacun des traitement tranche en faveur de celui imposé par le
nickel plutdt que celui imposé par le plomb. En effet, les temps moyens de germination les
plus courts sont obtenus pour toutes les concentrations testées avec le traitement au nickel.

En fonction de la germination des graines pour les différents lots testés, le maximum de
graines germe entre le troisieme et le huitieme jour. Nous avons laissé du temps pour que la
phase de croissance prend le relais de la phase stricto sensu et que surtout la radicule se
développe suffisamment, pour pouvoir entamer notre second travail d’investigation.

Ce travail a concerné donc des plantules d’une douzaine de jours sur lesquelles nous
avons commencé une investigation de leur teneur en eau. Ce paramétre est trés important
puisqu’il est le meilleur indicateur de I’état de santé d’une plante. Sa gestion est primordiale
pour pouvoir espérer réaliser convenablement tous les processus liés a la croissance et au
développement dont la photosynthese.

L’analyse de la teneur en eau des plantules de marrube issues des graines préalablement
traitées par du plomb a montré une gestion adéquate de ce facteur. Les plantules étaient
parfaitement capables de le maintenir au méme niveau que celui enregistré chez les témoins
lorsque les concentrations utilisées sont faibles, sinon de pouvoir le réajuster si jamais la

concentration de I’élément métallique utilisé est un peu plus forte, de I’ordre de [100 ppm].
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Ce n’est pas le méme comportement des plantules issues des germinations traitées par le
nickel, du moins pour la concentration la plus élevée de [100 ppm]. Ici, la teneur en eau des
plantules diminue de 3% par comparaison aux plantules témoins. Ce n’est pas négligeable
puisqu’une telle perte est préjudiciable au processus de croissance et de développement

d’une plante si jamais elle ne met pas en place les mécanismes qui sont a méme de la stopper.

C’est dans ce contexte que nous avons choisi de pousser nos investigations par des dosages
menés sur deux metabolites des plus importants, les sucres solubles et les protéines.

L’analyse d’abord des sucres solubles donne un apercu intéressant sur le comportement
de nos plantules. C’est le reflet de I’état du déroulement de la photosynthése, de la
respiration, des échanges, d’une hydrolyse, du transport et/ou de la mise en réserve de ces
hydrates de carbone. Ainsi, les plantules de marrube issues du traitement au plomb et qui
procédent a un réajustement et/ou maintien de leur état hydrique indemne se caractérisent
par des niveaux assez élevés en sucres solubles, 26% de plus que les plantules témoins.
Paradoxalement, les plantules issues du traitement au nickel et qui perdent 3% de leur teneur
en eau, sont aussi capables d’élever leur contenu en sucres solubles, de beaucoup plus
d’ailleurs que dans le cas précédent, a hauteur de 39% de plus que les plantules témoins.

Si les sucres solubles sont connus pour leur roles d’osmoprotecteurs, de stabilisateurs des
structures membranaires et préservent I’homéostasie cellulaire lorsque le stress métallique
impose est du plomb. Ils peuvent provenir d’une néosynthése ou bien d’une activation des
enzymes hydrolytiques qui favorisent une accumulation des sucres solubles lorsqu’il s’agit

d’un stress induit par le nickel.

Au plan des protéines, le contenu trouvé s’oppose a celui déterminé pour les sucres
solubles du moins pour le traitement au plomb. En effet, le contenu protéinique des plantules
issues des graines préalablement traitées au plomb, diminue particulierement aux
concentrations les plus fortes. L’ajustement osmotique opéré par les plantules en cas du
stress métallique induit par le plomb a un prix. Ce prix est énergétique et il est aidé par une
accumulation accrue de sucres solubles et des acides aminés néosynthétisés ou bien
provenant de I’hydrolyse protéolytique.

Dans le cas du nickel, les plantules de marrube voient leur contenu protéinique augmenter
tout autant que celui des sucres solubles. L’¢lévation enregistrée pour les protéines est de
36% plus importante que celle des plantules témoins, celle des sucres solubles est de 39%
plus importante que celle des plantules témoins. Dans ces cas, la toxicité due au nickel
pourrait étre préjudiciable aux plantules via vraisemblablement ’installation d’un Stress
oxydatif. Les réponses des plantules doivent étre dirigés contre ce stress grace aux protéines
accumulées dédiés a la détoxification. Ces suppositions doivent étre vérifiés par encore

d’amples investigations.
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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer les effets du plomb (Pb) et du nickel (Ni) sur la
germination des graines de Marrubium vulgare L., et d’en voir les conséquences sur les
plantules qui en sont issues, par rapport a leur teneur en eau, leur contenu en sucres solubles et
en protéines. Le Pb et le Ni sont utilisés dans le milieu de germination a des concentrations de
[25, 50, 75 et 100 ppm], administrés sous forme respectivement de nitrate de plomb [Pb(NO3)2]
et de sulfate de nickel [NiSOy4].

La germination nécessite un temps de latence de 3 jours et le maximum de graines qui
germent est atteint au 8™ j jour. Hormis pour la concentration la plus faible qui n’améliore pas
la capacité germinative des graines, les concentrations de [50, 75 et 100 ppm] rehaussent cette
capacité, tout en raccourcissant les temps moyens de germination par comparaison aux graines
témoins. Aussi, si I’effet sur la capacité germinative est identique pour les 2 traitements, les
temps moyens de germination sont plus courts avec le Ni qu’avec le Pb.

Les plantules issues des différentes germinations gardent leur teneur en eau lorsqu’il s’agit
du traitement au Pb. Avec le Ni, cette teneur en eau diminue notamment de 3% lorsqu’il s’agit
du traitement le plus fort de [100 ppm]. Leur contenu en sucres solubles n’augmente dans le
cas du traitement au Pb que pour la concentration de [100 ppm]. Il augmente plus lorsqu’il
s’agit du traitement au Ni pour deux concentrations testées de [75 et 100 ppm]. Pour ce qui est
du contenu protéinique, sa diminution est constatée lorsqu’il s’agit du Pb pour I’ensemble des
concentrations testées. Inversement, le traitement au Ni ne fait qu’augmenter ce contenu,
notamment avec 1’¢lévation de la concentration appliquée.

Mots-clés : Marrubium vulgare L. ; plomb ; nickel ; germination, teneur en eau ; sucres
solubles ; protéines.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of lead (Pb) and nickel (Ni) on the
germination of Marrubium vulgare L. seeds, and to assess the consequences for the resulting
seedlings in terms of their water content, soluble sugar content and protein content. Pb and Ni
were used in the germination medium at concentrations of [25, 50, 75 and 100 ppml],
administered in the form of lead nitrate [Pb(NO3):] and nickel sulphate [NiSO4].

Germination requires a lag time of 3 days and the maximum number of germinating seeds
is reached on day 8. With the exception of the lowest concentration, which did not improve the
germination capacity of the seeds, concentrations of [50, 75 and 100 ppm] improved this
capacity, while shortening the average germination times compared with the control seeds.
Although the effect on germination capacity was identical for the 2 treatments, the average
germination times were shorter with Ni than with Pb.

The seedlings from the various germinations retained their water content when treated with
Pb. With Ni, this water content fell by 3% in the case of the highest treatment of [100 ppm)].
Their soluble sugar content only increases with Pb treatment at a concentration of [100 ppm)].
It increases more in the case of Ni treatment for the two concentrations tested, [75 and 100
ppm]. Protein content decreased with Pb treatment for all the concentrations tested. Conversely,
Ni treatment only increaed this content, particularly as the concentration applied increased.

Keywords: Marrubium vulgare L., lead, nickel, germination, water content, soluble sugars,
proteins.



