TS,
R/ MY

oo Ol g pglall ds 5@‘@% i A (3 s Gk Anolr

to¥Ilol+ | +LCo00olZl A +OIZXI+II ‘%&x, +o@AoUZ+ OIAT L[SACLoA O MHOASUMoD

Faculté des Sciences et Techniques de Fées Université Sidi Mohamed Ben Abdellah

Projet de Fin d’Etudes

Licence Sciences & Techniques

Biotechnologie et Valorisation des Phyto-Ressources

Titre

Etude de la germination des semences d'orge marocaines

soumises au stress combiné NaCl/Cd

Présenté par :
ALLAME Zineb

Encadré par :

- Mr LOUAHLIA Said

- Mr AMRANI JOUTEI Khalid
Soutenu le :
Devant le jury composé de :

» Mr LOUAHLIA Said
» Mr AMRANI JOUTEI Khalid
» Mr DERRAZ Khalid

Année universitaire

2020/2021




REMERCIEMENT

Au terme de ce travail, J'ai [’énorme plaisir de présenter mes
sinceres remerciements a mon encadrant externe Monsieur
LOUAHLIA Said Professeur a la Faculté Polydiscplinaire de
Taza et mon encadrant interne et notre responsable de La
licence BVPR Monsieur AMRANI JOUTEI Khalid, qui nous
a accompagnés durant toute notre formation Je suis
impressionnée par leurs simplicités et leur travail fait avec
rugeur.

Je tiens a exprimer ma profonde reconnaissance a Monsieur
DERRAZ Khalid, membre de jury qui m’a fait le grand
honneur d’évaluer ce travalil.

Je remercie encore une fois Mr LOUAHLIA Said professeur
a la faculte polydisciplinaire de Taza, [’expression de ma
profonde reconnaissance, mon immense gratitude et mon
grand respect, pour tous ses efforts, son savoir, ses idées, sa

confiance et ses encouragements.

Enfin je remercie tous les professeurs de la filiereBVPR pour

leur soutien et le temps qui nous ont alloue.




Liste des figures

Figure 1:Laboratoire de testS €t FECHEICNES..........oi i s 18
Figure 2:Boites de périt de la germination dans I’incubateur @ 22 °C ........ccceoveieiiiiiniinineneseseeeeeeeees 19
Figure 3:Le bassin ttmoin  Figure 4:Le bassin traité de sel et cadmium ...........ccccoviiiiiiiiiicie e, 20
Figure 5:Variation du taux de germination, des différentes variétés de I’orge, en fonction de traitement

o= Vo |0 0 10 SR 22
Figure 6: Effets de différentes concentrations de cadmium sur la vitesse de germination sur des variétés de
I0TZE GEUAIEES ...ttt b bbbt h b bt e s bbbt e e bt bR bt bt bRt bRt e b b e e e 23
Figure 7:Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété
T T TSSOSO 24
Figure 8: Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété
LLBANAICEU ...ttt etttk skt skt e bt e bt ekt ekt eeE e £ eh e £ oA R e e R e e Ee e eRe e SR e e eR Rt ARt e Re e Re e be e eRneenneenreereen 24
Figure 9:Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété

N 0011 - ST P TS RRTRR 24
Figure 10:Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété
AN | ST PSSRN 25
Figure 11:Concentration en proline contenue dans les feuilles de 1’orge prélevées sur des pousses
régénérées sur milieu MS contenant différentes concentrations de NaCl et cadmium. ............cccceeevvennnne. 26
Figure 12:dosage de proline qui donne une coloration rOUQE FOSEE............cerveiereerieerieesieesie e 26
Figure 13:effet du cadmium et sel sur la biosynthése des chlorophylles et caroténoides dans les feuilles de
Re) (o SR TPPTSPSPRI 27




Table des matiéeres

REMERCIEMENT ...ttt sttt b e bbb bbbt s st ettt e e e sbesbee b 2
INEFOTUCTION ...ttt h b bR bt b e e et e bbb b bt e n s 7
Chapitre 1 : Etude DIDHOGraphigUE ..........ooveiiiiieic e 8
I GENEralites SUM IS CEIBAIES. ..ot 8

L'avoine : Au 6e rang des surfaces et de la production la culture de I'avoine est en nette régression dans

la majorité des pays. Il en est de méme du seigle (7€ rang).......ccccoeereereineierierineese e 9

| O o T (s (o] (o [=TU T VU] o 1= IS SRS 9
1o CIASSITICALION ...ttt bbb bbbt bbbt n e b 9
2. Position geographique et production de 1’orge au MaroC .........ccooeeierininsienieeneese s 9
K TR B 1YY or o] (T gl o o) = o [U LSS 10
R A o] o= L €T Y=Y =] 7 | ) USSP 10

D, SYSTEME FACINAIIE ......ecuiiieciece e e e s be e s a e be e besbeera e resaeenee e 10

C. SYSERIMIE ETTEIM ...ttt b bbb bbb bbbttt et et e 10

4. BeS0INS agrOECOIOGIGUES .....veiviivieteiteiie st steeieste e e e teste e b e s besaeesaesbeessesbeeteebesbeeseestesaeesresteesesteeseerens 11
5. Cycle de dBVEIOPPEMENT .....c.viiticii ettt et e e s b e be et sbeere e besre e e e 11
1 V=) = 10 (o1 U] o SRS 11
T B ) 0 1) o] IO OO P TSP 11

2. EIEMENT CAOMIUM ..ottt s et 12
3. Toxicité du cadmium et son effet sur la santé humaine..............cccooieieiiiciinnccee 12

4. Effet du cadmium SUK 18 CrOISSANCE ......coiveiiviiiiiieieiet ettt 12

5. Influence du cadmium sur I’absorption et le transport d’eau...............c.cocoovevvniiiiniciennene 13

6. Phytotoxicité du cadmium Chez 1eS PIANtES : ........cccoveveiiiiiee e 13

7.  Tolérance de la plante aux CAOMIUMS.........ccoiiiiirieieiei e 14
IV. STRESS CHEZ LES VEGETAUX ....oiiiii ittt sttt sttt st sttt stae e anaeenne e 14
1. DEFINITION QU SEEESS ..o.viiiiiicieicteete sttt sttt eebe e be et e sa et et e s e s e s eneene e 14

2. FOIMES OB STIESS ... ettt ettt n e r e r e 15
) I = 0] 1 o 18 -SSP 15




o) T Y o] (o 1 T [ 1= PSSR 15

3. Effet du stress salin SUF 185 PIANTES.........c.coviiiiiii e 16
) I CT=1 0 01T T LA o] TSP 16
b) Croissance et le développement de la plantule..........cccooeiveiiii i 16
Chapitre 2 : Matériels et METNOGES ..........ooiiiie bt 18
R V- (= g T V<o < - 1 SRS OS RSN 18
Il MELNOTE A ETUTE ...ttt 18
ST 1 (=30 (= LT OO P P TSRRRP 18

2. Préparation des DOIteS de PELII ..........oiiiiiiiiiieee e 19
I PArametreS BEUTIES. ......cviviiiiiietie ettt 19
I I 10 Do [N o (=T 1T F= L To o USROS 19

2. Vitesse moyenne de germiNatioN .........cccviii it 19

3. Cinétique de lagermMiNatiON..........cccciiiiiiii i re et resbaeresreeraenre s 19
IV. Effet du stress abiotique SUF 12 CrOISSANCE..........ciiiviieieieieisie st 20
1. MSE BN CUITUIE ..ttt bbbttt 20

2. RECOITE AES PIANTES.......coiieiiieiiiete bbbttt 21

3. Détermination de la teneur en proline dans 1es feuilles ... 21

s R © ] o] 111 1) SRRSO 21

o T o 1 s ToT T oL OSSP P 21

C. PIOTOCOIE ...t bbbt 21

4. DOSAGE DE LA CHLOROPHYLLE. ..ot 22
V. RESUIALS BT HISCUSSIONS ... ..ttt bbbttt 22
I I 10 b Qo [N o T o g F= L1 o o PSR 22

2. Vitesse moyenne de germMiNAtiON .........cooei i iieie ittt eesreenee e 23

3. Cinétique de germMiNAtION .........ccccoieiieieieesee ettt e eneene e 24

4. Détermination de la teneur en proline contenue dans les feuilles des plantes régéneérées...26

5. DOSAGE DE LA CHLOROPHYLLE ......ooiiiitee et 27

REFErences DIDHOGraPNIGUES ........cviieiiice ettt eneens 29




Résumeé

Notre travail se repose sur I'étude de I'effet du stress salin combiné avec le stress cadmium
lors de la germination et la croissance sur le comportement de quatre variétés d'orge (Massine,
laanaceur, amira, adrar).

L'étude a été réalisé dans un incubateur a 22 °C. Les graines ont été mises a germer dans
des boites a pétris puis transféré dans I'nydroponie a des concentrations différentes de sel et
cadmium

L'étude a montré que le sel et le cadmium a un effet et les plantes ont réagi vis a vis ce stress,
I'effet dépend de la variété et de I'intensité du stress
Mots clés : stress combiné, germination, croissance.




Introduction

La principale origine d’une contamination de notre environnement par les métaux
lourds est I’activité industrielle qui est strictement croissante, sachant que les métaux lourds ne
se dégradent pas ainsi que leur concentration augmente sans cesse dans les sols et les eaux, les
plantes sont exposées a des concentrations qui ne sont pas négligeables.

Sans compter la toxicité des métaux lourds sur les plantes, ils ont un risque toxique pour
I’Homme, cela dépend de la teneur en cadmium dans le sol, et son accumulation sur la plante,
il est important de produire de variétés qui accumulent des teneurs en métaux lourds réduites,
afin de minimiser le risque

La salinité élevée cause plusieurs types de stress y compris le stress ionique qui a son
réle entraine 1’altération de I’absorption des éléments nutritifs en particulier K* et Ca?* d’autre
part I’accumulation des ions indésirables en particulier Na* qui cause des effets sur la
croissance et le développement de la plante ainsi cause des troubles biochimiques et au niveau
moléculaire (Bray, 1997 ; Ingram and Bartels, 1996).

Dans le cadre de cette approche et afin de tester la tolérance de variétés d’orge
marocaines a différents types de stress (salin et cadmium). Nous nous sommes intéressés a cette
plante grace a ses propriétés économiques et écologiques, sachant que les céréales représentent
80 a 90% de la superficie cultivée du Maroc.

Le manuscrit de ce travail va étre présenté en trois grandes parties :

- La premiére partie va consister en une étude bibliographique sur les céréales et
spécifiquement 1’orge marocaine, un apercu sur les métaux lourds et la toxicité du
cadmium et le stress abiotique des plantes.

- La deuxieme partie va décrire le matériel biologique et les méthodes utilises dans
I’ensemble des expériences.

- La troisieme partie consistera en une présentation des résultats obtenus, leurs

discussions et une conclusion finale.




Chapitre 1 : Etude bibliographique

I. Généralités sur les céréales

Le développement du secteur agricole au Maroc a pour but d’augmenter la production pour
atteindre 1’autosuffisance alimentaire, les céréales constituent la production stratégique la plus
importante pour le Maroc qui consacre chaque année pres de 80% a 90% de la superficie
cultivée. L’augmentation de la population impose une politique claire et ferme, le plus grand
axe de cette derniere est : L’opération intégrée qui débute en 1981 qui vise 1’augmentation des
rendements des céréaliers comme le blé tendre irrigué et du mais, ainsi que 1’orge.

Les céréales traditionnelles comme le blé dur et I'orge tendent a régresser au profit du blé
tendre ; cependant I'orge reste la premiéere céréale cultivée au Maroc avec prés de 40% de la
production en 1993-94 et plus de 2 millions d'hectares emblavés.

Au niveau mondiale les caractéres généraux des céréales sont :

Le blé vient en téte avec 227 millions d'hectares et 3 300 millions de quintaux. Les principaux
producteurs sont : I'Europe avec 730 millions de quintaux (prés du 1/4 de la production
mondiale), I’U.R.S.S. avec plus de 930 millions de quintaux (1/4 de la production mondiale) et
les U.S.A. avec 430 millions de quintaux (1/7 de la production mondiale). On notera que lessix
pays de la CEE, Communauté économique européenne (I’ Allemagne, la Belgique, la France,
I’Italie, Luxembourg et Pays-Bas) totalisaient en 1968, 323 millions de quintaux, les placant
au troisieme rang des producteurs mondiaux. Par rapport a 1938, on note une augmentation de
25 %(des surfaces et 84 de la production.

Le riz vient au second rang avec 130 millions d'hectares et 2 840 millions de quintaux. Les
surfaces et la production sont en trés nette augmentation (53 et 87 respectivement).

Le mais, avec 103 millions d'hectares et 2,5 milliards de quintaux, vient sensiblement au méme
rang que le riz mais accuse un taux d'accroissement de la production plus considérable encore.
Pratiqguement la production du mais a plus que doublé en 25 ans. Cet accroissement est lié
principalement a l'apparition d'un type nouveau et beaucoup plus productif de variétés, les «
mais-hybrides ».

L'orge : Depuis 1964 la production mondiale d'orge a atteint le milliard de quintaux (avec
I'URSS). Comme pour le mais, celle-ci a plus que doublé en 25 ans ; I'accroissement des

surfaces (+53 %) et celui des rendements (+43 %) y ont parallélement contribué.




L'avoine : Au 6e rang des surfaces et de la production la culture de I'avoine est en nette régression
dans la majorité des pays. Il en est de méme du seigle (7e rang).

II.  Orge (Hordeum vulgare)
1. Classification

D’aprés Chadefaud et Emberger (1960), Prats (1960) et Feillet (2000), (in Souilah
2009) I’orge cultivée appartient a la classification botanique suivante :

% Régne : Plantae

% Division : Magnoliophyta
% Classe : Liliopsida

% Sous classe : Commelinidae
% Ordre : Poale

% Famille : Poaceae

%+ Sous famille : Hordeoideae
% Tribu : Hordeae

% Soustribu : Hordeinae

% Genre : Hordeum

% Espece : Hordeum vulgare L

2. Position geographique et production de 1’orge au Maroc

En 1976, le Maroc arrive a bien se positionner pour 1’orge en téte des pays africains et
européens sauf I’Espagne. Les provinces les plus importantes en termes de production sont
celles de Marrakech, El Kelaa, Safi, Settat et El Jadida et il est aussi dominant dans le Maroc
atlantique le Haouz, les Sraghna et les Doukkala.

Jouve P. et Papy F., (1983) ont constaté que la culture de 1’orge est favorable dans les zones ou

la réserve en eau est trés limitée ce qui explique sa résistance contre la sécheresse.




3. Description botanique
a. Appareil végétatif

Les graminées sont des plantes herbacées de petite taille, la plante se développe en produisant
un certain nombre d’unités : les talles.

b. Systéme racinaire

Il est de type fasciculé, compose de deux systemes qui se forment au cours de développement

e Un systéme primaire ou séminal s’étalant de la germination a la ramification de la
plantule «tallage »

e Un systéme secondaire ou aussi appelé systéme de racines coronaires apparait au
moment ou la plante se ramifie « tallage »

C. Systéme aérien
+ Latige
Sur la partie aérienne des céréales, on distingue une tige principale « le maitre brin » et des

tiges secondaires « les talles » qui naissent a la base de la plante (Gonde et Jussiaux, 1980,
Boulalet al., 2007 ; Kellil, 2010). Quant aux entre-nceuds et selon Belaid (1996), ils sont creux
chez les blés tendres, 1’orge et 1’avoine, et pleines chez les blés durs.
L’orge est caractérisée par un fort tallage supérieur a celui du blé et un chaume plus faible,
susceptible a la verse par rapport que celui du blé (Camille, 1980).

+ Les feuilles

Sont a nervures paralleles et formées de deux parties : la partie inférieure entourant la jeune
pousse ou la tige : c’est la gaine, la partie supérieure en forme de lame : c’est le limbe qui
posséde a sa base deux prolongements arqués glabre, embrassant plus ou moins completement
latige ; les oreillettes ou stipules. A la soudure du limbe et de la gaine se trouve une membrane
non vasculaire entourant, en partie, le chaume : la ligule qui est bien développée (Belaid, 1996
et Camille, 1980).

+ L’appareil reproducteur

L’orge est autogame. Son inflorescence est un épi composé d’unités morphologiques de
base : les épillets « groupes de fleurs » enveloppées de leurs glumelles et incluses dans deux
bractées ; les glumes (Belaid, 1996).

+ Legrain

Le fruit des graminées est un caryopse ou le grain est soudé aux parois de 1’ovaire, ¢’est un

fruit sec indéhiscent. Chez I’orge le grain est vétu ; le péricarpe du grain se soude aux glumelles
(Belaid, 1996).

10




4. Besoins agroécologiques

a. Sol

Les blés et les orges exigent sur une gamme assez variée de sols. L’optimum semble étre
des terres neutres profondes et de texture équilibrée (Simon et al., 1989). Les moins bonnes
sont les terres trés argileuses, mal drainées, les terres tres calcaires et les terres trop sableuses,
acides (Soltner, 1990).
b. Eau

Les exigences en eau sont légérement plus réduites et surtout importantes au début de la
végétation : 1’orge est une céréale plus précoce que le blé, ce qui explique que sa culture s’est
bien développée dans les régions a printemps sec (Soltner, 1990). Selon Simon et al., (1989)
les besoins globaux sont estimés a 450-500 mm pour une production de 40 quintaux.
c. Température

Le zéro de germination de 1’orge est 0°C. L’orge est plus sensible au froid que le blé. Selon
la sensibilité variéetale, le seuil thermique de mortalité varie entre -12°c et -16°c (Simon et al.,
1989).
d. Photopériode

L’orge est adaptée aux jours longs. La durée d’éclairement doit étre environ de 12 heures

pour que I’épi commence a monter dans la tige (Simon * et al.,1989).

5. Cycle de développement

Les graminées sont des especes annuelles. Selon Soltner, (2005), Prats et Grandcourt,
(1971) Hadria (2006) et ; Bellebcir, (2008), une série d’étapes, séparées par des stades repéres,
permettant de diviser le cycle de vie des céréales en deux périodes principales. Il s’agit :

e Lapériode végétative : comportant la germination, la levée et le tallage.

e La période reproductive : comportant la montaison, 1’épiaison, la floraison (qui se
développent elle-méme en deux stades : stade laiteux et stade pateux) et la maturité

complete.

lll.  Métaux lourds
1. Définition
Les métaux lourds sont connus par leurs toxicités. Certains d’entre eux sont des oligo-

éléments (Fe, Zn, Cu...), d’autres sont des métalloides (Se, As) ou qu’ils ne sont pas lourds
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(Be, Al) (Anne et Isabelle, 2005), selon les chimistes se sont des éléments chimiques avec

numero atomique élevé et de densité supérieure a 5g/cma3.

2. Elément cadmium

Le cadmium est un métal blanc argenté avec des teintes de bleu, il appartient & la famille
des métaux de transition. Le cadmium élémentaire a un numéro atomique de 48 et une masse
atomique de 112,4 g/mol.

Le cadmium se trouve tres souvent associé dans les roches aux éléments du méme groupe,
comme le zinc et le mercure. La valence Cd2+ est la valence la plus souvent rencontrée dans
I'environnement et c’est la seule valence du cadmium qui se trouve dans le systéme aqueux
(McLaughlin et Singh, 1999).

Le cadmium n'est pas nécessaire au développement des organismes animaux ou végétaux. En
revanche, ses propriétés physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du calcium lui

permettent de traverser les barrieres biologiques et de s'accumuler dans les tissus.

3. Toxicité du cadmium et son effet sur la santé humaine

Le cadmium est considéré comme un métal lourd toxique pour les organismes vivants et il
est considéré comme un polluant pour I’environnement. Cette toxicité est due au fait qu’il est
non biodégradable, il est toxique seulement a faible concentration donc il s’accumule dans les
organismes vivants. Il est surtout accumulé dans les strates superficielles des sols et peut étre
entrainé par les eaux de ruissellement pour atteindre les nappes phréatiques profondes. Dans le
cas d’une accumulation du cadmium dans les strates superficielles des sols, il peut étre absorbé
par les plantes, ce qui représente un probléme majeur pour la santé humaine. Une exposition
au cadmium entraine un grand nombre d'effets nocifs, les Iésions rénales et le cancer figurant

parmi les plus graves (Godt et al., 2006).

4. Effet du cadmium sur la croissance

L’effet toxique du cadmium sur la croissance de la plante se manifeste par une réduction
de la croissance des parties aériennes et des racines (Ghnaya et al., 2005 ; Zorrig et al., 2010)
affectant ainsi la production de la biomasse. Ces effets sont liés a la perturbation de 1’équilibre
de certaines hormones de croissance, notamment 1’auxine (Hasenstein et al., 1988), a la
perturbation de ’homéostasie des ¢léments minéraux essentiels pour la croissance des plantes
(Das et al., 1997), a une action delétére du cadmium sur la composition des parois cellulaires
(Chaoui et El Ferjani, 2005), ainsi qu’a des perturbations de la machinerie photosynthétique,

notamment la structure des chloroplastes et la biosynthese de la chlorophylle (Mobin et Khan,
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2007 ; Ebbs et Uchil, 2008).

I1 est toutefois important de noter que le cadmium n’affecte pas la croissance de toutes
les plantes avec la méme sévérité. En effet, sur des sites trés contaminés en métaux lourds, et
en particulier en cadmium, certaines espéces végetales telles que Arabidopsis halleri et Thlaspi
caerulescens sont capables de croitre, se développer, et se reproduire (Dahmani-Mdiller et al.,
2001 ; Wojcik et al., 2005). Ces especes végeétales hyper tolérantes sont aussi hyper
accumulatrices de cadmium. Bien que I’hyper accumulation nécessite la tolérance, une relation
simple entre la tolérance et I’hyper accumulation n’apparait pas évidente.

A ce jour, nos connaissances sont encore limitées sur les mécanismes physiologiques
et moléculaires permettant a ces plantes de maintenir leurs capacités de croissance sur des
milieux fortement pollués par le cadmium, et d’éviter les effets toxiques du cadmium malgré
les grandes quantités accumulées.

A trés faible concentration de Cd dans le milieu, la croissance de plusieurs plantes peut
étre stimulée (Arduini et al., 2004 ; Tang et al., 2009). Ces effets sont peu discutés dans la
littérature. Une explication de ce mécanisme a toutefois été suggérée : selon Kennedy et
Gonsalves (1987), une faible concentration de Cd hyperpolarise la membrane cytoplasmique a
la surface racinaire augmentant ainsi le potentiel transmembranaire qui présente une source

d’énergie pour 1’absorption des cations essentiels.

5. Influence du cadmium sur I’absorption et le transport d’eau

Le cadmium affecte 1’absorption de 1’eau, son transport ainsi que la transpiration
(Barcelo et al., 1986 ; Costa et al., 1994 ; Vassilev et al., 1997). Ces perturbations hydriques se
manifestent par une diminution de la teneur relative en eau (TRE ou RWC : Relative Water
Content), du potentiel hydrique () et aussi du potentiel de turgescence foliaire (Vassilev et
Yordanov, 1997). Barcelo et al. (1988) et Marchiol et al. (1996) suggerent que le transport
d’eau diminue de deux a quatre fois selon I’espece et la concentration du cadmium. Barcelo et
al. (1988) ont considéré que cette diminution est due principalement a l'inhibition de la division
et de I’élongation des cellules xylemiques. Ces auteurs ont constaté que ceci est une

conséquence des perturbations de I'équilibre hormonal causées par le cadmium.

6. Phytotoxicité du cadmium Chez les plantes :

Le cadmium n’a aucune fonction biologique connue (Pokorny et al., 2004), et il est
toxique a de faibles concentrations (De la Rosa et al., 2004). Les symptoémes que présente une

plante cultivée en présence de cadmium sont 1’inhibition de la croissance, la diminution de sa
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biomasse, la chlorose, la nécrose, la perturbation des flux d’eau, la déficience en phosphore et
en azote, 1’accélération de la sénescence ’apparition du retard dans le développement des

jeunes pousses et des perturbations de la photosynthése (Cosio, 2005 ; Clemens, 2006).

7. Tolerance de la plante aux cadmiums

Selon leurs aptitudes a tolérer, a absorber ou & accumuler le cadmium dans les tissus,
les plantes peuvent étre caractérisées d’indicatrices, d’exclusives ou d’accumulatrices voire
d’hyper accumulatrices. Chez les plantes indicatrices, le prélevement et le transport du
cadmium dépendent linéairement de la concentration dans le sol et la concentration du
cadmium dans la plante refléte celle du sol. Chez les plantes exclusives, la concentration du
cadmium dans la plante est inférieure a celle que I’on peut observer dans le sol. Cependant,
chez les plantes accumulatrices ou hyper accumulatrices la concentration du cadmium dans la
plante est supérieure a celle que 1’on peut observer dans le sol (Bourrelier et Berthelin, 1998).
Les plantes ont mis des mécanismes « spécifiques » pour diminuer la toxicité des métaux. Ces
mécanismes incluent I’inactivation des métaux par chélation et par leur exclusion des
compartiments cellulaires dans lesquels ils sont toxiques.
Ceci suppose cependant que les métaux sont sequestrés dans des organites spécifiques comme

les vacuoles ou dans certaines structures telles que les trichomes (Clemens, 2006).

V. STRESS CHEZ LES VEGETAUX
1. Définition du stress

Le stress dans son aspect physique, est définit par une contrainte qui peut se résumer a une
ou plusieurs force (s) de déformation appliquée (s) a un corps. Cette contrainte modifie les
dimensions et la forme du corps exposé traduisant sa tension intérieure. A la différence d’un
stress physique, un stress biologique n’est pas une force a proprement parler et est associé dans
le langage commun a une agression possiblement irréversible et donc une déformation
plastique du corps expose (LEVITT, 1980). Selon le méme auteur, deux types de déformation
existent :

e Ladeformation élastique impliquant une modification réversible.

e La déformation plastique provoquant une modification irréversible. Jusqu’a un certain
point, dépendant du corps en question, toute action d’un stress sera réversible et
élastique. Au-dela, la tension provoquée par le stress provoquera des changements
irreversibles et plastiques.

Par analogie a la physiologie des plantes, une contrainte environnementale va provoquer
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une tension interne dans I’organisme expose. Le stress percu par une plante, cela veut dire que

le niveau de tension interne, dépend de la résistance de 1’organisme a un type de stress appliquée
avec une certaine intensité. En plus du type de stress et de son intensité, il faut également
considérer la durée d’exposition. En effet, si ’intensité d’un stress est trop faible pour
provoquer des dommages irréversibles a court terme, a long terme, ce stress peut provoquer des
changements plastiques, voire la mort de I’organisme (LEVITT, 1980 ; LICHENTHALER,
1996). Selon DUTUIT et al (1994), le stress est le dysfonctionnement (rupture d’un équilibre
fonctionnel) produit dans un organisme ou dans un systeme vivant, par exemple par une

carence.

2. Formes de stress
a) Biotique
I1 est imposé par d’autres organismes vivants (insectes, herbivores...). Afin d’y faire face,
la plante met en place un systeme de défense qui fait intervenir une chaine de réactions. Les
protéines veégeétales défensives produites font office de rempart contre les agents nuisibles
(Shilpi et Narendra, 2005).
b) Abiotique
Il est provoqué par un défaut ou excés de I'environnement physico-chimique comme la
sécheresse, les températures, la salinité, la présence d’un minéral inadéquat dans le sol, cas des
métaux lourds et ce sont les stress les plus fréquents et les plus étudiés. Ils peuvent imposer aux
plantes des modifications métaboliques, physiologiques et phénologiques. Le stress peut
déclencher plusieurs réponses a plusieurs niveaux de la plante (Shilpi et Narendra, 2005).
Ces mémes auteurs précisent que, les conséquences d’un stress salin peuvent résulter de trois
types d’effets que le sel provoque chez les plantes :
= Stress hydrique
Une forte concentration saline dans le sol est traduit par la plante comme une forte diminution
de la disponibilité en eau. Cela nécessite un ajustement osmotique adapte, afin que le potentiel
hydrique cellulaire demeure inférieur a celui du milieu extracellulaire et a celui du sol. Ce
phénomeéne assure d’une part, la poursuite de I’absorption de 1’eau du sol, et d’autre part, la
rétention de 1’eau intracellulaire et le maintien de la turgescence.
Lorsque I’ajustement osmotique n’est pas suffisant, I’eau a tendance a quitter les cellules, ce
qui provoque un déficit hydrique et la perte de la turgescence.
= Stress ionique
La toxicité ionique survient lorsque 1’accumulation de sels dans les tissus perturbe 1’activité
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métabolique.

= Stress nutritionnel
Des concentrations salines trop fortes dans le milieu, provoquent une altération de la nutrition
minérale, en particulier vis-a-vis des transporteurs ioniques cellulaires. Le sodium entre en
compétition avec le potassium et le calcium, et le chlorure avec le nitrate, le phosphore et le
sulfate.

= Stresssalin
Le stress salin est un exces d'ions en particulier mais pas exclusivement aux ions Na+ et Cl-
(Hopkins, 2003). Le stress salin est di a la présence de quantités importantes de sels dans le
milieu. Il réduit fortement la disponibilité de I'eau pour les plantes, on parle alors de milieu
"physiologiquement sec™ (Tremblin, 2000).
La quantité de sels dans le sol que les plantes peuvent supporter, sans grand dommage pour
leur culture, varie avec les familles, les genres et les espéces, mais aussi les variétés considérées

(Levigneron et al., 1995).

3. Effet du stress salin sur les plantes
a) Germination
La germination des graines est une étape importante et vulnérable pour le cycle de
développement. La réponse des graines a la salinité est un indicateur de la tolérance de la plante,
durant les étapes postérieures de développement (Flower, 2004).
La germination est régulée par les caractéristiques génotypiques, les conditions
environnementales et en particulier la disponibilité de I’eau et du sel dans le sol (Gutterman,
1993).
L’effet du stress salin sur la germination peut étre attribué soit a un effet osmotique et/ou une
toxicité des ions spécifiques a 1’émergence de la radicule ou le développement des semis
(Abdelkader et al., 2015).
Le stress salin peut affecter la germination de deux fagons :
e Endiminuant la vitesse d’entrée et la quantité d’eau absorbée par les graines.
e En augmentant la pénétration d’ions qui peuvent s’accumuler dans les graines a des

doses qui deviennent toxiques.

b) Croissance et le développement de la plantule
L’exposition des plantes au stress salin conduit au nanisme. La salinité affecte fortement la
croissance et la morphologie des racines, les différentes réponses aux niveaux physiologiques,

biochimiques et moléculaires sont détectées, méme dans les différentes zones racinaires (Sharp
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et al., 2004). Ces changements dans le systeme racinaire vont causer un changement dans le
bilan hydrique, ionique et la production de signaux (hormones) qui communiquent des
informations a la tige (Munns et al., 2000). Les feuilles deviennent sclérosées avant méme

d’avoir fini leur croissance et 1’organisme tout entier risque de dépérir assez vite (Calu, 2006).
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

l. Matériel végetal

Pour cette expérience le matériel végétal utilisé a été obtenu a partir de semences d’orge
marocain qui sont inscrit dans le catalogue national, quatre variétés (Massine, Laanacer, Amira
et Adrar) ont été sélectionnées parmi neufs variétés (TAFFA, ADRAR, LAANACER,
FIRDAWS, AMIRA, AMALOU, MASSINE, TAMELLALET, OUSSAMA) en fonction de
leurs capacité de germination ainsi que leurs taux de germination qui a dépassé 99% pour ces
quatre variétés qui I’a rendu capable confronter le stress et voire sa réaction vis-a-vis a ce
dernier , la deuxiéme étape c’est de réaliser une culture hydroponique pour appliquer un stress
cadmium et salin pour voir la tolérance de la plante aux différents concentrations de sel et

cadmium.

.  Meéthode d’étude

1. Site de P’essai
L’étude a été réalisée dans la serre du Laboratoire de Ressources Naturelles et
Environnement (RNE) a la Faculté Polydisciplinaire de TAZA

S, "
= Ol AL e G Sana gt daily
1 HOAL OIAL CILCC.A O] AOANK.O | X.O

RNE Lab-TAZA
Plant Research Station
Integrative Plant Biology & Environment
Place for Tests and Research

Figure 1:Laboratoire de tests et recherches




2. Préparation des boites de pétri
Les graines sont dépoussiérees et désinfectées a I’cau de Javel 10% pendant 5 min puis rincées
a I’eau distillée trois fois pour éliminer toute traces d’eau de javel. Les quatre variétés choisies
ont été mises a germer dans des boites de pétris tapissées de trois papiers filtre, puis 10 ml
d’cau distillé ont été ajoutés pour le témoin et 10 ml de solution de cadmium (CdCI2) a trois
concentrations 100 ,200 et 400 uM pour chaque variété avec trois répétitions pour chaque
traitement. Vingt graines qui ont la méme taille ont été mises par boite puis mises dans un

incubateur & 22°C pendant six jours afin de suivre la germination de fagon journaliére.

Figure 2:Boites de périt de la germination dans I’incubateur a 22 °C
I1l.  Paramétres étudiés

1. Taux de germination
Le taux de germination est exprimé par le nombre de graines germé au dernier jour sur le
nombre total de graines :
G%=(N/NT) *100
N : est le nombre de graines germés

NT : est le nombre total de graines mises a germer

2. Vitesse moyenne de germination

La vitesse de germination permet d’exprimer 1’énergie responsable de I’épuisement des
réserves de la graine, pour le calcul elle est exprimée par le rapport entre le nombre des grains
germées chaque jour et le nombre des jours de ’essai.
1G= 1*(N1) +1/2*(N2-N1) +1/3%*(N3-N2) + ...ovorvrrennn. +1/n*(Nn-Nn-1)
- 1G : le nombre des graines germées pendant les jours de I’essai.

- n: le nombre des jours de I’essai (1, 2, 3......ccccenneee. n-1, n).
3. Cinetique de la germination
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Il s’agit de calculer chaque jour la vitesse de germination sous les différentes
concentrations de salinité. Elle est exprimée par le nombre de graines germeées a 24, 48, 72, 96,
120 et 144h, apres le début de I’expérience. C’est un parameétre permet de suivre le
comportement germinatif des variétés étudiées ainsi que 1’ensemble des étapes qui
commencent par 1’absorption de 1’eau par la graine et se terminent par 1’é¢longation de 1’axe

embryonnaire et I’émergence de la radicule.

I\VV. Effet du stress abiotique sur la croissance

1. Mise en culture

Les expériences ont été réalisés dans une serre climatisée a température de 25°C avec un
rayonnement efficace. Les graines de quatre variétés d’orge marocain ont été placées sur du
papier filtre imbibés a 1’eau distillé pendant 5 jours.
La composition du milieu de culture est détaillé dans le tableau(annexe), apres 5 jours les
plantules ont été transféres sur des flotteurs placés dans des bassins contenant 12L de solution
nutritive (9 plantules par bassin),au total on obtient 2 bassins le premier c’est le témoin le
deuxiéme pour le traitement cadmium , 7 jours aprés transfert des plantules d’orge sur le
systeme hydroponique ,les traitements cadmium ont été réalisés a des concentrations finales
entre 20uMde CdCI2 et 150 mM de NacCl ,le bassin témoin dont les plantes ont été cultivées
en absence des traitements cadmium et NacCl.

Afin d’homogénéiser les conditions de culture, la solution nutritive a été changée tous les 4

jours durant toute la durée de 1’expérience.

Figure 3:Le bassin témoin Figure 4:Le bassin traité de sel et cadmium
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2. Récolte des plantes

Apres 21 jours, les plantes ont été récoltées, les parties aériennes ont été séparées des parties
souterraines, et pour éliminer le cadmium et le sel non absorbé par la plante, les racines ont été
lavées 3 fois par I’cau distillé, puis soigneusement essorées entre deux couches de papier
absorbant.

Pour calculer la biomasse, la matiére fraiche des parties aériennes et celle des souterraines a
été pesée immédiatement apres la récolte. Les échantillons ont été placés dans du papier
aluminium et ont été soumis a I’étuve pendant 48h a 65°C, puis la matiére seche des

échantillons a été pesée.

3. Détermination de la teneur en proline dans les feuilles
a. Objectif

L’accumulation de la proline dans les feuilles, les tiges et les racines est considérée comme une
des réponses induites les plus répandues en cas de stress, ce qui en fait un excellent détecteur

de stress. L’accumulation de la proline dépend du type et de I’intensité du stress.

b. Principe
La ninhydrine réagit avec les acides aminés en donnant un chromophore acides aminés-
ninhydrine. Cependant pour la proline la fonction imine fournit une teinte rouge rosé qui

présente un maximum d’absorption @ 520 nm (méthode de Bates, 1973).

c. Protocole
200mg de feuilles a été pesée, broyé avec 5 ml de I’acide sulfosalicylique 3%, puis I’extrait a
été centrifugé pendant 5min 12000 t/m.
2ml de surnagent a été récupéré avec 2ml de ninhydrine et 2ml d’acide acétique glacial.
2ml d’acide sulfosalicylique ,2ml de ninhydrine et 2ml d’acide acétique glacial ont été ajouté
pour le blanc.
Laissés 1h au bain marie a 94°C, les tubes ont été mise dans de la glace pendant 5min, afin de
stopper la réaction.
L’absorbance est lue a 520nm
La concentration de proline a été déterminee a partir de la courbe standard et calculée sur la
base du poids frais (mg/g de poids frais).
La quantité de proline est calculée par :
Q proline mg/gMF = A*V/MF*K ou Q proline mg/gMS = A*V/MS*K
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A : absorbance de I’échantillon

V : volume du filtrat en ml

K': pente de la gamme étalon A=f (ug proline)

MF : masse de matiére fraiche en mg

MS : masse de matiere séche en mg (avec MS = MF/(1+TE))
4. DOSAGE DE LA CHLOROPHYLLE

Le pigment chlorophyllien a été extrait a partir de 20 mg de feuille fraiche, 1,4 ml de

Dimethylsulfoxide (DMSOQO) a été ajouté dans le tube et été incubée a 65 degres C pendant 60

min, apres 0,6 ml de DMSO a été ajouté. L’extrait est mesuré spectrométre a 663, 645 et 470

Les concentrations de la chlorophylle a, de la chlorophylle b et de la chlorophylle totale sont

calculées selon les formules suivantes (Arnon 1949 ; Hiscox et Israelstam, 1979) :
Chlorophylle a (mg/g MF) =[(12.7*A663.2) -(2.69*A645)] *V/M
Chlorophylle b (mg/g MF) = [(22.9*A645) -(4.68*A663)] *V/IM
Chlorophylle total (mg/g MF) =[(20.08*A645) +(8.02*A663)] *V/M

V.
1.

Caroténoides et xanthophylles

(mg/g MF) = [(1000*A470) -(1.90%chll a) -(63.14*chll b)] /214*V/M

Résultats et discussions
Taux de germination

100.00
90.00
80.00

Massine

70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

Laanaceur Amira Adrar
variétés

ETEMOIN ®100uM 200pm 400uM

Figure 5:Variation du taux de germination, des différentes variétés de I’orge, en fonction de traitement

cadmium.

La figure 5 représente le taux de germination en fonction de différentes concentrations de

cadmium afin de voir le comportement des grains de quatre variétés (Massine, Laanaceur,

Amira et Adrar), par rapport au témoin.
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La figure 1 montre, quelle que soit la variété, la capacité germinative des graines traitées augmente
comparativement au témoin et ceci pour les trois concentrations utilisées.

11 est a signaler que les variétés Massine, Laanaceur et Amira ont germé d’une maniére progressive
par rapport au témoin contrairement a la variété Adrar qui a diminué & la concentration 400uM et qui
s’exprime par le comportement sensible de cette variété, la variété adrar est classé parmi les variétés
sensibles de I’orge.

Il est & constater aussi que la variété Laanaceur a montré une augmentation importante sur le taux de
germination qui a pu atteindre jusqu’a 88,33% pour 400uM, ce qui nous permet de constater que cette

derniére est tolérante.

En se basant sur I’ensemble des résultats obtenus on constate que le cadmium a tres faibles
concentrations favorise la germination, qui s’explique par une amélioration de 1’assimilation de la
composition minérale aussi induit a la formation de méristémes plus ou moins différenciés , on
peut aussi ajouter qu’il y’a des barriéres tégumentaires qui vont empécher une forte
accumulation du cadmium dans la graine, cela permet de conclure que le cadmium n’affecte

pas négativement le processus de la germination.

2. Vitesse moyenne de germination
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Figure 6: Effets de différentes concentrations de cadmium sur la vitesse de germination sur des variétés de
I’orge étudiées
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La figure 6 présente la vitesse moyenne de germination en fonction de différentes
concentrations (100,200 et 400uM).
On constate qu’il y’a une augmentation successive de la vitesse moyenne sauf pour la variété

Adrar qui a diminué a la derniere concentration (400uM), ce qui a été le cas pour le taux de




germination aussi, qui est due a la sensibilité de cette derniére

3. Cinetique de germination

Massine
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Figure 7:Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété

Massine

Laanaceur
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Figure 8: Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété
Laanaceur
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Figure 9:Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété
Amira
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Adrar
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Figure 10:Effets de différentes concentrations de cadmium sur la cinétique de germination de la variété
Adrar

Les figures 7,8,9 et 10 présentent I’évolution de la germination des 4 variétés de I’orge en
fonction du temps pour I’ensemble des traitements. Les résultats montrent que les courbes
relatives aux taux de germination des graines traitées sont situées en dessous de celles des

courbes témoins et se stabilise généralement au quatrieme jour.

Avec CD1 :100uM CD2 :200pM CD3 :400pM

Les courbes de germination permettent de distinguer 3 phases :
- Une phase de latence, nécessaire a 1’apparition des premicres germinations, au cours de
laguelle le taux de germination reste faible. La durée de cette phase est variable selon la

concentration de cadmium

- Une phase sensiblement linéaire, correspondant a une augmentation rapide du taux de
germination qui évolue proportionnellement au temps. Pour la concentration de400uM, cette
phaseest trés développeée, ce qui explique le taux de germination important di a 1’effet positive
du cadmium sur la germination

- Une troisiéeme phase représentant le pourcentage final de germination et traduisant la capacité
germinative de chaque variété et pour chaque concentration. Il parait que cette capacité
germinative augmente pour toutes les variétés étudiées mais avec des degrés différents, selon

I’espéce et le traitement applique.

On remarque pour la variété Adrar a vécu une chute aux quatriemes jours cela s’explique par
I’épuisement de la solution du cadmium et elle a été renouvelée le jour méme, la germination a
été arrétépuis elle a repris au cinquieme jour, en ajoutant que cette variété est sensible elle a

vite réagi vis-a-vis a ce changement de solution.




4. Détermination de la teneur en proline contenue dans les feuilles des
plantes régenérees

lateneur en proline
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Figure 11:Concentration en proline contenue dans les feuilles de 1’orge prélevées sur des pousses
régénérées sur milieu MS contenant différentes concentrations de NaCl et cadmium.

L’effet du cadmium et du sel sur la synthése de la proline dans les feuilles des plantes

d’orge est représenté dans la figure 11.

WAL
|

Figure 12:dosage de proline qui donne une coloration rouge rosée

Nous remarquons que les concentrations de la proline augmente dans les feuilles des
plantes traités d’une maniere statistique par rapport a celle des feuilles des plantes témoins.On
remarque aussi que la concentration de la proline est importante chez la variété Adrar par
rapport aux autres variétés qui ont des concentrations en proline mois importantes et cela on
peut le distinguer aussi par la coloration rosée qui va étre claire dans les variétés moins

concentrées en proline et plus foncé pour les variétés les plus concentré en proline comme la
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photo I’indique (figure 12).

5. DOSAGE DE LA CHLOROPHYLLE

La teneur en chlorophylle totale

nnhli

Massine Laanaceur Amira Adrar

Teneurs moyennes en
chlorophyle a
(mg/gMF)

O B, N W b

variétés

ETEMOIN ® 150 NACL+20uMCD

Figure 13:effet du cadmium et sel sur la biosynthése des chlorophylles et caroténoides dans les feuilles de
I’orge

La figure 13 représente I’influence du cadmium et sel sur la synthése de la chlorophylle (a et b)

et caroténoides au niveau des feuilles des plantes d’orge.

Une baisse importante a été remarque chez la variété Adrar de la teneur en chlororphylle par
rapport au témoin,ainsi qu’une baisse mois imporatnte pour les autre variétées ce qui justifie
qu’elles sont tolérantes a des concentrations de 150Mm de NaCl et 20uM de cadmium.

D’aprés ces résultats on constate que le cadmium et le sel diminuent la teneur en pigements

photosynthetiques.
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Conclusion

L’influence de cadmium sur le taux de germination des quatre variétés étudiées

(Massine, Laanaceur, Amira et Adrar) et les résultats obtenus nous permettent de tirer les

conclusions suivantes :

Dans I’essai de germination, les résultats ont montré que 1’effet de cadmium sur les
parametres germinatifs s’est manifesté par une augmentation d’autant importante que
la dose de cadmium augmente (mais la dose la plus forte est de 400uM)

La dose la plus affectant la germination c’est la concentration la plus forte (400uM),
la variété la plus tolérante durant ce stade est la variété Laanaceur et la plus sensible
est la variété Adrar

On a trouvé aussi, dans cette étude, que la réponse de 1’orge vis- a - vis de la salinité et

cadmium est variée selon la variété et I’intensité du stress, L’effet de la concentration de

NaCl+ CaCl2 a sur les comportements biochimiques : a été évalué a travers 1’analyse des

variations des teneurs en proline et teneur en chlorophylle Ces composés sont admis comme

étant des marqueurs biochimiques de la résistance aux stress abiotiques. Les résultats obtenus

conduisent aux principaux points suivants :

La tolérance a la salinité des 4 variétés soumises aux stress salins, a été marquée par

I’accumulation de la proline et de teneur en chlorophylle

L’accumulation de ces composés organiques au niveau des organes est donc un
phénomeéne li¢ aux régimes salins et a I’espece. L’étude a montré que les quatre
variétés étudiées ont utilisé la méme stratégie de tolérance vis-a-vis du stress
abiotique. Toutefois la différence réside au niveau des teneurs en composés de
synthése ainsi qu’au niveau des organes de compartimentation de ces marqueurs
biochimiques (proline et teneur en chlorophylle) : Au niveau foliaire, I’accumulation
de la proline se manifeste davantage dans les feuilles avec les traitements salins et

cadmium.
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Annexe

Tableau La solution nutritive de la culture hydroponique (sels minéraux)

1000mM

136.1g/L

50000pM

18.35g/L

174.2 1000mM | 174.2¢g/L 0.2mM 2ml
147.01 2000mM | 294.02g/L 2mM 10ml
246.37 500mM | 123.25g/L 0.5mM 10ml
174.26 500mM | 87.13g/L 1mM 20ml

61.84 | 28000uM | 1.731g/L 14pM 5ml
169.01 | 10000uM | 1.690g/L 5uM 5ml
287.5 | 6000uM | 1.725g/L 3uM 5ml
249.68 | 1400uM | 350Mg/L | 0.7uM 5ml
237,93 | 200uM | 475mg/L | 0.1uM 5ml

1400pM

2000mM

1.729g/L

202.29/l

236.15 1000mM | 236.15¢/L 0.5mM 5ml
80 2000puM 1609/L 1mM 5ml
100.8 360mM | 72.589/2L 2mM 55.5ml
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