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Résumeé :

L’objectif de notre étude est d’examiner I’impact des traitements avec des extrait
foliaire hydro-alcoolique de Ceratonia siliqua L sur la production et la protection d’une
culture de luzerne soumise a un stress salin L’effet des extraits foliaire a été évalué sur les
parametres physiologiques de la germination (taux final de germination, moyenne journaliere
de germination, vitesse de germination, pourcentage d'inhibition de la germination et taux

cumulé de germination).

Le traitement des graines de luzerne avec D’extrait foliaire hydro-alcoolique de
Ceratonia siliqua L a une concentration de 200 micromoles en présence de NaCl 10 g/l a

conduit a une augmentation statistiqguement significative des paramétres mesurés.

L’analyse quantitative des extraits foliaire a permis de mettre en évidence des
polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, leurs concentrations est de 0.837 mg
EAG/g de MS.

L’activité de 'a-amylases des graines augmente significativement en présence d'extrait

hydro-alcoolique et une concentration de 3g/l NaCl, cette valeur est de (1,77 U/ml).

Dans l'ensemble, ces résultats mettent en évidence I'effet biostimulant et bioprotecteur
de Il'extrait foliaire démontrant ainsi son potentiel pour améliorer la germination des graines

de luzerne et influencer ’activité des a-amylases un processus biochimique associé.

Mots clés : Extrait hydro-alcoolique, Ceratonia siliqua L, Medicago sativa L,

germination, a-amylase, Tolérance, salinité.



Abstract:

The objective of our study is to examine the impact of treatments with hydro-alcoholic
leaf extracts of Ceratonia siliqua L on the production and protection of alfalfa crops subjected
to saline stress. The effect of leaf extracts was evaluated on the physiological parameters of
germination (final germination rate, daily germination average, germination speed,

germination inhibition percentage, and cumulative germination rate).

Treating alfalfa seeds with the hydro-alcoholic leaf extract of Ceratonia siliqua L at a
concentration of 200 microliters in the presence of 10 g/L NaCl resulted in a statistically
significant increase in the germination rate, daily germination average (germination Kinetics),
cumulative germination rate, germination speed, and reduced the germination inhibition

percentage.

Quantitative analysis of the leaf extracts revealed total polyphenols using the Folin
Ciocalteu method, with a concentration of 0.837 mg GAE/g of dry weight. The activity of
seed a-amylase significantly increased in the presence of hydro-alcoholic extract and a
concentration of 3 g/L NaCl (1.77 U/ml).

Overall, these results highlight the biostimulant and bioprotective effect of the leaf
extract, demonstrating its potential to improve alfalfa seed germination and influence o-

amylase activity, a related biochemical process.

Keywords: Hydro-alcoholic extract, Ceratonia siliqua L, Medicago sativa L, salinity,

germination, a-amylase, Tolerance , saline conditions.
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Introduction

Les Fabaceae ou légumineuses constituent une des plus grandes familles des plantes a
fleurs les plus connue (Sylvie, 2011). Le caroubier ou Ceratonia siliqua L est un arbre fruitier
méditerranéen qui appartient a la famille des Iégumineuses (Fabacées) (Abdullatif, 2017).
Ceratonia siliqua L est une espéce qui présente un réservoir potentiel de molécules naturelles
bioactives, elle contient également des composés phénoliques qui lui conférent différents
roles biologique (Dallali et al, 2018).Des tannins condensés insolubles, terpenoides (stérole),
alcaloides, quinones (Klenow et al., 2007 ; lachkar et al.,2016)Des acides phénoliques
(acide coumarique et I’acide gallique) sont identifient dans les extraits des pulpes (Fedal et

al., 2011).

L'activité biologique et antioxydante des extraits de plantes est connue depuis
I'Antiquité. Ces propriétés sont principalement dues a la production d'huiles essentielles et de
composés phénoliques végétaux. Pour ces raisons, ces études sont tres intéressantes dans le
but de les appliquer dans le domaine de la protection des plantes contre les influences néfastes

de I'environnement (Motseoa Lephatsil et al., 2022).

La luzerne (Medicago sativa L.) est I'une des légumineuses fourragéres les plus
populaires dans le monde en raison de son rendement élevé et de sa valeur nutritionnelle
(Martin 2014; Biazzi et al. 2017). La luzerne est une légumineuse fourragére de haute
qualité, en particulier pour le bétail laitier, et elle peut augmenter le rendement en matiére

séche lorsqu’elle est en culture mixte (Bélanger et al. 2014).

En Algérie, la salinité affecte la majeure partie du territoire du pays, couvrant plus d'un

million d'hectares (Chaabane et Benreda, 1997).

Malheureusement, la plupart des espéces cultivées commercialement importantes sont
tres sensibles aux conditions de salinité (Hopkins, 2003). En effet, la production de la luzerne
est fortement entravée par la salinité. Ce stress induit des deséquilibres nutritionnels qui
conduisent dans certains cas a une sélectivité vis-a-vis du potassium pour faire face aux effets

néfastes du potassium (llyess lachhab et al., 2013).

Le stress abiotique est la principale cause de pertes de récoltes dans le monde, réduisant
les rendements moyens de la plupart des grandes cultures (Lobell, 2014; Wien, 2020). Le

stress abiotique peut entrainer a son tour une série de changements morphologiques,



physiologiques, biochimiques et moléculaires qui affectent la croissance et la productivité des
plantes (Zandalinas et al., 2018; Boscaiu et Fita, 2020).

La germination des graines est un ensemble de processus métaboliques aboutissent a
L’émergence de la radicule. Ce stade de développement est considéré comme une étape
critique dans I’établissement des semis et ainsi la détermination d’une production agricole
réussie (Benidire et al., 2015). La sécheresse et la salinité sont les deux principaux facteurs

abiotiques ayant affecté la croissance et la productivité des plantes (Chouhim et al., 2022).

Plusieurs études ont montré que la salinité a un effet inhibiteur sur la germination et la
production de graines (augmentation du temps de latence, diminution de la vitesse et du taux

de germination) Cependant, cet effet varie selon I’intensité du stress (Benidire et al., 2014).

Pour augmenter la productivité agricole, ces dernieres années, plusieurs intrants
biologiques et molécules organiques ont été développés et commercialisés afin d’atténuer les
effets drastiques des stress biotiques et abiotiques et d’améliorer la croissance et la santé des
plantes. De méme, ces produits améliorent la structure et la qualité du sol, ils sont appelés
produits stimulants ou biostimulants et fournissent habituellement des solutions innovantes

pour la fertilisation du sol et la protection des cultures (Faessel et al., 2014).

L’utilisation des biostimulants qui peuvent atténuer 1’effet néfaste de la salinité.
Parmi lesquels les extraits de plantes qui contiennent un grand nombre de composés bioactifs

favorisant la croissance et le développement des plantes (Bulgari et al., 2015).

En conséquence, nous avons étudié ’effet de I’extrait de caroube (Ceratonia siliqua
L) en réalisant des tests pour favoriser la germination d’une espéce fourragere la luzerne

(Medicago sativa L) cultivée sous contrainte saline.
Pour cela nous essayons de répondre a certaines hypotheses

o L’extrait de caroubier peut-il améliorer significativement les parameétres de germination
des Semences de luzerne exposées a des niveaux elevés de sel ?

o Quels métabolites présents dans 1’extrait de caroubier peuvent-ils influencer la
germination des plantes ?

o Ces métabolites de I’extrait de caroubier peuvent-ils stimuler I’activité enzymatique

(activité des Alpha amylase) ?



Chapitre | : Présentation botanique de caroubier (Ceratonia siliqua L.).

I.1. La famille des fabacées :

- Information générales sur les légumineuses :

Les légumineuses sont une immense famille de plantes. Il existe 475 genres et environ
16 400 especes de plantes, regroupées en trois familles : Mimosainae, Spruceinae et
Papilioninae ou Fabaceae. Les légumineuses entretiennent une relation tres particuliére avec
la rhizosphére entourant leurs racines. lls sont cultivés principalement pour leur capacité a
fixer l'azote atmosphérique et a briser les successions de cultures qui nuisent au rendement et

a la production par la rotation des cultures. (Come D. Corbineau F, 2006).

I.2. Classification systématique :

Selon Quezel et Santa (1963) I’espece Ceratonia siliqua L. est classée dans la famille
des Fabacées comme suit :

-Régne :Plantae

-Embranchement : Tracheobionta
-Sous-embranchement : Angiopermes
-Classe : Magnoliopsida

-Sous-classe : Rosidae

-Ordre : Fabalae

-Famille ; Fabaceae

Figure 1: le caroubier (Ceratonia siliqua L).

-Sous-famille : Césalpinoidae https://www.deco.fr/jardin-jardinage/arbre-a-

. fruits/caroubier
-Genre : Ceratonia

-Espeéce : Ceratonia siliqua L.



1.3. Composition chimique de Ceratonia siliqua L :

Ceratonia siliqua L, espéce a potentiel réservoir naturel de molécules bioactives,
contient également des composés phénoliques qui conférent différents effets biologiques
(Dallali et al., 2018) tanins insolubles concentreés, terpénoides (stérols), alcaloides, quinones
(Klenow et al., 2007 ; Lachkar et al., 2016), et des acides phénoliques (coumarique et
gallique) ont été identifiés dans des extraits de pulpite (Fadel et al., 2011). Les flavonoides

sont des flavonols, des flavonols et des isoflavones (Metrouh, 2009).
11.4. les métabolites primaires :

Sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de 1’organisme
d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en quatre principaux

groupes, les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Ben khaldi., 2013).
a. Sucre:

Le saccharose est le sucre le plus abondant dans la gousse de caroube (Gubbuk et al.,
2010), suivi par le glucose et le fructose. Les teneurs des autres sucres (xylose, Maltose) sont
plus faibles et la cellulose et I’hémicellulose représente 18%. Cependant, ces proportions

varient selon les auteurs (Biner., 2007).
b. Acides aminés et protéines :

Le caroubier, protéine insoluble dans 1’eau isolée a partir d’embryons de caroube, est un
mélange composé d’un grand nombre de protéines polymérisées de taille différente (Wang et
al., 2001 ; Bengoechea et al., 2008).

(Wang., 2001 ; Smith et al., 2010) indiquent que ce systéme de protéine posséde les
mémes propriétés rhéologiques que le gluten, mais le caroubier a une structure plus ordonnée,
avec des changements mineurs dans la structure secondaire lorsqu’elle est hydratée. 11 est bien
connu quelles protéines de germe de caroube ont une composition bien équilibrée en acides

aminés (Bengoechea et al., 2008).
c. Lipides:

La gousse de la caroube présente une faible proportion en lipides (3%) la pulpe contient
uniquement 0,4 a 0,6% de lipides (Avallone et al., 1997 ; Biner et al., 2007).



d. Cendres :

Selon plusieurs auteurs (Albanell et al., 1991 ; Bravo et al., 1994 ; Yousif et al., 2000
; lipumbu et al., 2008 ), la teneur en cendres présentes dans la poudre de Caroube variait
entre 2% et 6% selon le type de caroube.

e. Fibres:

La fibre de caroube est un des fibres alimentaires ayant la plus forte teneur en poly
phénols (Papagiannopoulos et al., 2004).

1.5. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont inégalement répartis dans les plantes, ils appartiennent
a différents groupes chimiques et leurs niveaux d'accumulation atteignent parfois des valeurs
tres élevées. La notion de « métabolites secondaires » est née de trois constats : d'abord la
difficulté d'attribuer ces métabolites a des fonctions précises dans la physiologie végétale,
puis d’une répartition trés inégale selon les plantes, enfin, au sein d'une méme espéce, une
certaine « inertie biochimique » car ces substances sont rarement réactivées dans les plantes
apres s'y étre accumulés, ils ont tendance a avoir des structures chimiques complexes. lls
représentent une source importante de molécules que I'homme peut utiliser sur le terrain
(Macheix JJ et al., 2005).

1.5.1. Les composeés phénoliques :
Ce sont des composés phénoligues qui possédent une fonction acide en plus de la

fonction phénol. lls sont représentés par deux sous-classes :

e Acide hydroxybenzoique : L'acide hydroxybenzoique a une structure C6-Cl et est
constitué d'un noyau benzénique avec des chaines aliphatiques attachées aux carbones. Ces
composés sont omniprésents dans le régne végétal et on retrouve l'acide gallique, I'acide

protocatéchique, I'acide vanilligue et I'acide syringique (Smith E, 2007).

e Acide hydroxycinnamique : Ces composés sont tres largement distribués et rarement sous
forme libres, ils sont genéralement estérifies et peuvent également étre amidé ou combiné

avec des sucres ou des polyols, par ex : Acide quinique. Ce sont des composés aromatiques



a trois carbones latéraux dans la chaine C6-C3, y compris l'acide cafeique, l'acide

férulique, I'acide coumarique et I'acide sinapique (Skerget M et al., 2005).
1.5.2. les terpenes :

Les terpenes constituent la classe la plus vaste et la plus diversifiée des composés

organiques des végétaux, pres de 15.000 structures moléculaires sont connues, on distingue :

Les monoterpenes avec 10 atomes de carbone
Les sesquiterpenes avec 15 atomes de carbone
Les diterpenes avec 20 atomes de carbone.
Les triterpenes avec 30 atomes de carbone.

Les tétraterpenes avec 40 atomes de carbone (Fontanay S, 2012).

1.5.3. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances basiques contenant de I'azote qui est contenu dans

un systeme hétérocycliqgue (Bruneton J, Poupon E. 2016). Cet atome d'azote est

généralement dérivé d'acides aminés et sa structure carbonée reste souvent intacte dans la

structure finale des alcaloides (Muniz, 2006).

Il existe généralement :

Les alcaloides vrais : Sont dérivés d’acides aminés, et présentent au moins un hétérocycle,
(ex : la strychnine dérivée du tryptophane).

Les proto-alcaloides : Dérivent d’acides aminés dont I’azote est en dehors des structures
cycliques (ex : la colchicine).

Les pseudo-alcaloides : Ne dérivent pas d’acides aminés (ex : la caféine)

Les alcaloides sont rarement présents a 1’état libre dans la plante, le plus souvent ils sont

en combinaison avec des acides organiques ou des tanins (Dewick, Eguchi et al., 2017).

|.6. Repartition géographique :

1.6.1. Dans le monde :

Les caroubiers sont repartis dans toute la région du bassin méditerraneen. Présente

actuellement en Espagne, au Portugal, en Turquie, en Syrie, via le Maroc, I'Algérie, la



Tunisie, la Libye, I'Egypte, le Liban, et aussi en Italie, en France et en Grece. Leur
distribution ne se limite pas a la région mediterranéenne, mais a également été introduite dans
différentes régions climatiques chaudes et semi-arides du monde, principalement aux Etats-
Unis (Floride et Californie), en Australie, en Argentine, en Arizona, au Chili, au Mexique et
au Sud. Amérique. Afrique (Aafi, 1996 ; Battle et al., 1997).

1.6.2. En Algérie :

La superficie totale plantée de caroubiers en Algérie a fortement diminué, passant de 11
000 hectares en 1961 a 1 000 hectares en 2011 (FAOSTAT). En 2009, cette superficie était
de 927 hectares, dont 645 hectares soit 69,58% de la superficie totale étaient situés dans la
province de Bejaia. La production nationale de caroube est estimée a 33 841 QX,
principalement concentrée dans la Province de Bejaia avec 18 417 Qx, représentant 54,42%

de la production nationale, suivie de la Province de Blida (23,79%) et de Tipaza (16,55%).

La superficie plantée de caroubiers dans le nord-ouest de I'Algérie (y compris les
provinces de Tlemcen et de Mascara) ne représente que 6 hectares, ce qui représente 0,65% de
la superficie du pays, tandis que la production de caroubiers n'est que de 0,39% (Mahdad,
2013).

1.7. Utilisation :

Le caroubier a été utilisé depuis longtemps dans de nombreux pays et en Algérie pour
ces multiples intéréts (Ait Chitt et al., 2007 ; Kaderi et al., 2015). La caroube a e te utilisée
depuis la période précoloniale pour I’alimentation humaine et comme fourrage (Sahle et al.,
1992). Elle est utilisé ¢ comme aliment d’engraissement et aliment énergétique (animaux de
travail et de guerre) (Louca et Papas, 1973). Actuellement, la caroube est utilisée dans les
industries des médicaments (Aafi, 1996) et agro-alimentaire comme épaississant, condiment,
substitut de la gélatine, stabilisateur alimentaire et comme matiere premiere pour la
production du bioéthanol (Ndir et al., 2000 ; Vourdoubas et al., 2002 ; Turhan et al., 2010,
Bouhrem, 2019).



1.8. Ecologie :

Le caroubier est une espece mediterranéenne tres tolérante a la chaleur adaptee
a de nombreux types de sols tels que sableux, limoneux, stériles, rocheux, calcaires,
avec un pH compris entre 6,2 et 8,6 (Baum, 1998 ; Sbay et Abrouch, 2006).



Chapitre 11 : Generalités sur la luzerne (Medicago sativa L).

11.1. Généralités :

La luzerne fait partie de la famille des Fabaceae (Cumo, 2013).

Elle est également connue sous le nom de luzerne (Botineau, 2010). La luzerne
(Medicago sativa L.) est une espece cosmopolite vivace originaire du bassin méditerranéen,
de I'Arménie et de I'Asie centrale, de I'Australie, du Chili, de la Californie, ou elle est encore
présente a I'état sauvage aujourd'hui. Son nom scientifique vient de Médéa (Medicago), une
ancienne cité d'Afrique du Nord, et Sativa signifie culture. C'est la source la plus importante
au monde comme source de protéines pour l'alimentation animale et comme source d'azote

pour l'amélioration des sols (Hamom, 2001 ; Marinoff et al., 2005).

11.2. Classification botanique :

Regne
. Plantae
Sous-regne ]
Trancheobionta
Embranchement

Spermaphytes
Sous-embranchement )
Angiospermes

Classe . )
Dicotylédones
Sous-classe o
Dialypétales
Ordre
) Rosale
Famille .
) Légumineuses
Sous-famille . )
) Papilionacees
Tribu L
Trifolieae
Genre )
. Medicago
espéce

Madicago sativa L
Figure 2 :La luzerne

https:// www .vivelaluzerne.org



11.3. Importance en Algérie :

La luzerne occupe une superficie tres réduite au niveau des cultures fourrageres en
Algérie. Par contre dans les régions sahariennes, elle constitue la premiere culture fourragére
et occupe la place la plus importante. Cette espéce est trés utilisée dans l'alimentation du
cheptel du Sahara. (Chaabena et Abdelguerfi, 2001). La culture de la luzerne était répandue
dans plusieurs wilayas (Batna, Sétif, Tiaret, Médéa, Bordj Bou Arreridj, M'Sila, Oum El
Bouaghi, Tamanghasset, Adrar, Ourgla, Ghardaia...)

I1.4. Utilisation :

La luzerne est une des plantes fourragere les plus répandues sur tous les continents que
ce soit pour les troupeaux bovins laitiers, bovins allaitants, ovins ou caprins ou encore pour
les chevaux. Son importance est justifiée par quatre raisons, elle constitue selon (Chaabana.A
etal., 2011).

e Une source d’azote pour d’autres cultures d’assolement.
e Son potentiel de production en protéines (1500 a plus de 2000 kg de protéine /ha).

e Sa résistance aux fortes chaleurs.

Au printemps, il produit de nouvelles tiges a partir de son pivot central. Elle retraite
pendant ’hiver ou apres chaque coupe en raison des réserves accumulées dans les racines
pendant la saison de croissance. Ces réserves peuvent durer jusqu’a 10 mois, elle a grandi de
mars jusqu’en octobre, une moyenne de quatre coupes par an sont effectuées a des intervalles

de 35 a 45 jours, selon la température (Mauries, 2003).

La luzerne peut donner une (01) a deux (02) coupes en premiére année contre quatre
(04) a cing (05) en irrigué. Son rendement atteint son maximum en troisiéme année de cing
(05) a huit (08) coupes lorsqu'elle est irriguée (ITGC 2001).

La luzerne est peut étre exploité sous plusieurs formes :

Le foin, I’enrubannage et I’ensilage, en vert, le paturage, la déshydratation.
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Chapitre 111 : La germination.

111.1. Définition :

La germination occupe une place privilégiée en étant le moyen le plus répondu de
multiplication des végétaux. La formation et le développement de la graine sont des étapes
clés dans la vie de la plante. Au cours de la maturation, de nombreux processus métaboliques
interviennent. La graine accumule des réserves qui seront mobilisées lors de la germination

puis acquirent une forte tolérance a la dessiccation (Baazize N, 2022).

I11.2. Physiologie de la germination :
La germination des graines comprend trois principales phases :

eau
absorbée

A

y

\d alongement

e la radicule

I I
I I
| I
T T
I I
| I
I I
I I
L |

=

temps

I : phase d'imbibition
Il : phase de germination stricto sensu
lll : phase de croissance

Figure 2: Courbe théorique d’imbibition d’une semence.

Phase d’imbibition :

C'est la premiere étape de la germination. Elle se traduit par une absorption d'eau et une
réhydratation des tissus de la graine. Comme I'osmose, I'imbibition implique un mouvement

d'eau dans le sens des potentiels hydriques décroissant (Hopkins W. G, 2003).

Phase de germination « stricto sensu » :

D'aprés Mazliak (1981), la deuxieme étape de la germination est marquée par une

interruption de la prise d'eau.
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Phase de croissance :

Suivant Narwal (2007), cette phrase est caractérisee par une reprise de l'absorption
d'eau ainsi que par la croissance active de I'embryon (divisions et grossissement cellulaire).

Cette étape correspond a I'élongation de la radicelle, qui fondue de la testa.
111.3. Les paramétre de germination :

111.3.1. Le pouvoir de germination :

C’est le pourcentage des graines capable de germer dans les meilleures conditions.

111.3.2. La capacité de germination :

C'est le taux de germination maximal. Il donne la capacité de reproduction des graines
ou le pourcentage de graines viables lorsque les conditions expérimentales sont bonnes
(Chaibou et al., 2016).

111.3.3. La vitesse de germination :
Ou le temps moyen de germination est le temps nécessaire pour que 50% des graines
germent aprés semis (Chaibou et al., 2016).

II1.4. Enzyme d’hydrolyse :
La dégradation de I'amidon en glucose nécessite l'intervention de plusieurs hydrolases
(enzymes qui activent des hydrolyses) qui sont synthétisées en abondance dans la couche a

aleurone et qui migrent vers I'albumen. Ces enzymes sont cités ci- dessous :
- La a-amylase - La P-amylase - La dextrinase - L'a-glucosidase

Hopkins (2003), ajoute que toutes les enzymes citées auparavant provoquent une
dégradation par hydrolyse de I'amidon en glucose par une addition d'eau au niveau des
liaisons entre résidus. Cependant, lorsque la concentration en phosphate inorganique est
élevée (>1mM), la dégradation de lI'amidon s'accompagne d'une accumulation de glucides
phosphorylés. Ceci est le résultat de l'action d'une enzyme appelée phosphorylase, qui
catalyse la dégradation de I'amidon par phosphorolyse.
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Chapitre V : Le stress chez les plantes.

V.1. Le stress abiotique :

Les stress environnementaux ou abiotiques tels que la sécheresse, la salinité et les
températures basses et élevées sont des conditions stressantes qui affectent la croissance et le
rendement des plantes. Contrairement a quand les animaux peuvent se déplacer les conditions
de vie ne sont plus favorables et les plantes ont développé des stratégies d'adaptation réagir
aux changements environnementaux en surveillant et en ajustant leurs systemes Métabolisme
(Achour, 2005). On peut citer quelques types des stress abiotiques qui peuvent effectuer les
végetaux : Stress hydrique, Stress thermique, stress salin.

V.2. Salinité et stress salin :

La salinité est la concentration de la solution du sol en Na*, Ca?*, Mg?* , K*, CI', SO4*
, HCO* , CO5* et NO5” (Hu et Schmidhalter, 2004).

La salinité est la quantité globale des sels solubles contenus dans 1’eau d’irrigation
ou dans la solution du sol. Cette définition tient compte du fait que, les ions des sels solubles
retiennent ’eau et sont a I’origine de la pression osmotique qui s’éléve lorsque leur
concentration augmente. (Slama, 2004 ; fr.Slama, F, 2004). Les sols salins et sodiques
affectent environ 23 % des sols cultivés dans le monde. Selon Keren (2000), cela représente
environ 397 millions d'hectares de sols salins et 434 millions d'hectares de sols sodiques,
comme indiqué par la FAO (2005).

La salinité est classée en deux catégories, primaire et secondaire. La premiere résulte
de processus naturels alors que la seconde résulte des activités humaines (Ghassemi et al.,
1995 ; Rengasamy, 2006).

V.3. Effet de salinité sur la germination :

La germination est considérée comme une étape critique dans le cycle de
développement de la plante. En effet, elle conditionne I’installation de la plantule, son
branchement sur le milieu, et probablement sa productivité ultérieure. La salinité il diminue la
vitesse de germination et réduit le pouvoir germinatif .Cet effet dépend de la nature de
I’espeéce, de D'intensité du stress salin. La réduction du pouvoir germinatif est due a
I’augmentation de la pression osmotique de la solution du sol, qui ralentit I’imbibition et
limite D’absorption de 1’eau nécessaire au déclenchement des processus métaboliques

impliqueés dans la germination (Hajlaoui et al., 2007).
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V.4. Impact de la salinité sur la plante :

Le stress salin a un triple effet sur les plantes : il réduit leur potentiel hydrique, il
provoque un déséquilibre ionique ou une perturbation de I'homéostasie ionique et il provoque
une toxicité ionique. Cet état hydrique altéré conduit a une croissance réduite et a la limitation
de la productivité végétale. Depuis que le stress salin implique aussi bien le stress osmotique
qu'ionique, l'arrét de la croissance est directement relié a la concentration des sels solubles ou

au potentiel osmotique de I'eau du sol (Snoussi et Abbad, 2012).

V.5. Mécanisme des réponses des plantes au stress :

Tolérance des plantes au stress :

Les mécanismes de résistance des plantes au sel se manifestent a diverses étapes. En
effet, la régulation de I'absorption, du déplacement et de I'entreposage du sel se déroule au
sein des vacuoles des plantes, y compris dans les organes les moins sensibles (Chamekh,
2010).

Adaptation a la salinité :

En physiologie, une distinction importante existe entre I'accumulation et I'adaptation :
I'osmoadaptation correspond a la réponse immédiate des organismes au stress ionique et
osmotique. Cette réponse implique le rétablissement de I'noméostasie cellulaire par des
processus de transport et de production d'osmolytes. L'osmoadaptation correspond a
I'évolution par le respect intergénérationnel, comme c'est la sélection des individus les plus
performants pour assurer une reproduction efficace .L'osmoadaptation se manifeste donc au

niveau génétique (Jean-Nicolas et al., 2011).
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Chapitre IV : Priming.

V. 1. Définition :

Le priming est une ancienne technique empirique qui a évolué avec la technologie. 1l est
utilisée pour améliorer la germination des graines en conditions favorables et défavorables (K.
Jisha, Vijaya kumari, & ; Puthur, 2013).

Au cours d’amorgage, les graines sont humidifie a un niveau suffisant pour permettre
les processus métaboliques prégerminative, Mais ce n'est pas suffisant pour garantir la
pénétration des racines (McDonald, 2000 ; Ghassemi Gozelani et al., 2010 ; Boucelha et
Djebbar, 2015 ; Boucelha et al., 2019).

IVV.2. Type de priming :

IV.2.1. Hydro priming et redéshydratation :

Simple hydropriming :
La méthode la plus simple consiste a faire tremper les semences dans I'eau, puis a les sécher a
nouveau avant de les planter. (Tarquis et Bradford, 1992).

Double hydropriming :

En utilisant un double processus d’hydratation et réhydratation, ce dernier traitement donne de
meilleurs résultats. Augmente nettement 1’efficacité de la germination et augmente a la fois le
développement et la résilience des plantes (Boucelha et Djebbar, 2015 ; Boucelha et al.,
2019).

1VV.2.2. Osmopriming :

La méthode la plus couramment utilisée consiste a soumettre les graines a un traitement
osmotique de pré germination, seul ou en conjonction avec un nouveau séchage ultérieur. Ce
processus implique l'utilisation d'agents osmotiques tels que le polyéthyléne glycol (PEG), des
sels (KNOs3, Na Cl, KCI) ou des polyols (mannitol) pour atteindre un niveau d'hydratation
régulé dans les graines (Bradford, 1986 ; Yari et al.,2010).
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1VV.2.3. Hormopriming :

Reposent sur le traitement des graines avec des phytohormones telles que I'acide
gibbérellique, I'acide salicylique et I'acide indole 3-acétique a des concentrations et des durées

specifiques (Boucelha et Djebbar, 2019).

1VV.2.4. Biopriming :

Le bio-amorcage représente un processus au cours duquel des graines ou des semis sont
immergés dans une suspension de spores d'organismes biologiques bénéfiques. Cette
approche s'est avérée propice a favoriser une installation rapide et précoce des semis, en plus
de conférer une protection contre les agents pathogenes et les nuisibles (Huong et al., 2009 ;
Begum et al., 2010 ; Pill et al., 2011). L'utilisation de PGPR (Promoteurs de la Croissance
des Plantes par les Rhizobactéries) dans le bio-amorcage des graines constitue une solution
économique et respectueuse de I'environnement pour encourager la croissance durant les
premiéres étapes de développement (Raj et al., 2004 ; Deshmukh et al., 2020). L'amorcage
biologique des plantes par le biais des PGPR se traduit par une résistance systémique accrue
vis-a-vis d'une variété de phytopathogénes (Naznin et al., 2013). Le traitement bioprimant
des semences engendre plusieurs bénéfices pour les plantes, notamment une amélioration de
leur viabilité, de leur taux de germination, de leur robustesse, de leur croissance et de leur
rendement (Rajendra Prasad et al., 2016). Des preuves démontrent que les semences ayant
bénéficié du traitement bioprimant présentent une augmentation significative tant du
pourcentage que du rythme de germination, méme dans des contextes de stress

environnemental induit, tels que des conditions de stress osmotique (Bhatt et al., 2015).

IVV.3. Mécanismes physiologiques et biochimiques du priming :

Le priming engendre des conséquences a différents niveaux : physiologique,
biochimique, cellulaire, moléculaire et génétique. 1l est possible que certaines des
répercussions du priming soient liées a la méthylation de I'ADN ou a la structure spatiale de la
chromatine (Boucelha et al., 2019). Par conséquent, les phénomeénes épi génétiques jouent un
réle crucial dans la compréhension de multiples aspects de la biologie des plantes, en
particulier en ce qui concerne l'adaptation des plantes a leur environnement (Hebrard, 2012).

Ces modifications épi génétiques sont ajustées au cours du développement et en réponse aux
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situations de stress, ce qui aboutit a un mécanisme de défense plus efficace (Bruce et al.,
2007 ; Tanou et al., 2012).

IV.3.1. Priming et mobilisation des réserves :

Le priming augmente la production d'adénosine triphosphate ATP, de la charge
énergétique et du rapport ATP/ADP. Les enzymes responsables du stockage des protéines, du
conditionnement glucidique (amylases o et B) et du conditionnement lipidique (iso-cCitrate
lyase) ont été synthétisées, soit activés pendant I'amorcage. L'augmentation du métabolisme
énergétique et l'augmentation du métabolisme des graines améliorent la germination et la

tolérance au stress. (Raj A. et Raj S., 2019).

IVV.3.2. Priming et systeme antioxydant :

Ainsi, l'activation de la machinerie antioxydant est la réponse de défense la plus
importante dans les cellules vivantes dans des conditions de stress. Cette machinerie
antioxydant se compose d'antioxydants enzymatiques, par exemple, le superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT), la peroxydase (POX) et des composés antioxydants non
enzymatiques, par exemple l'ascorbate, le tocophérol, les caroténoides (Sdnchez- Rodriguez
etal., 2011).

I1VV.3.3. Priming et accumulation des osmolytes :

Au niveau physiologique, des études antérieures ont clairement montré que les
traitements de pré germination stimulent la biosynthese et I'accumulation d'osmolytes tels que
la proline libre et les sucres solubles (saccharose, tréhalose, fructose, ribose, etc.) (Boucelha,
2015)

IV.4. Effet biostimulants des extraits des végetaux en présence du stress
abiotique :
Les végétaux fréquemment se trouvent en situations défavorables qui entravent leur
développement optimal et leur fonctionnement, causées par des altérations de leur
environnement habituel. Ces circonstances defavorables sont regroupées sous le terme de

"stress environnemental™ (Moreno, 2015).
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La notion de biostimulants englobe des composés organiques ainsi que des
microorganismes administrés aux cultures pour améliorer la prise de nutriments, encourager
la croissance et accroitre la résistance face aux situations stressantes (DuJardin, 2015). Ces
substances d'origine végétale ou matérielle, lorsqu'elles sont appliquées aux plantes,
démontrent un potentiel pour altérer la physiologie végétale, favoriser la croissance et
améliorer la réponse aux contraintes biotiques et abiotiques (Panfili et al., 2019). Leur
mécanisme d'action se différencie de celui des nutriments et des pesticides (DuJardin, 2015).
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Chapitre | : Matériel et Méthodes

I.1. Objectif :

Notre travail consiste a étudier 1’effet biostimulant et bioprotectant de 1’extrait végétal
préparé a partir des feuilles de Ceratonia siliqua L (caroubier) riches en métabolites
secondaires, et l’utiliser sur les graines d’une espece fourragere (luzerne) au stade de

germination, soumises aux différentes concentrations de NaCl (0_3_6_10g/I).

1.2. Matériel :

Le travail a été réalise au laboratoire de recherche de Biotechnologie des
productions végétales du département de Biotechnologie et Agro-écologie a
Université Blidal.

1.2.1. Matériel vegétal :

- La partie végétale utilisée pour la préparation d’extraits méthanolique sont les feuilles
de Ceratonia siliqua L la récolte a été effectuée en février 2023 au niveau de la commune de
Hadjout wilaya de Tipaza. Les espéces ont été identifiées botaniquement par Dr. Degaichia H

(Communication personnelle).

Les graines de Medicago sativa L variété : Elmeliana ~ d’origine : Italie : récolte :
2022.

Figure 3: Les graines de Medicago sativa L.

Les graines nous ont été fournies par le centre National de Controle et Certifications des

Semences et des plants (CNCC) wilaya d’Alger El-Harrach.
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1.3. Méthodes :

I.3.1.Application d’extrait méthanolique sur les paramétres de germination

d’espéce fourragere cultivée en condition saline :

Dans notre expérimentation nous avons choisi les extraits méthanolique qui sont riches

en métabolites secondaires comme les poly phénols (Benhamadi, 2021).

1.3.1.1. Préparation de I’extrait végétal : (Romani et al.,2006) :

Figure 4: Feuilles de caroubier sec.
20g de feuilles séchées et broyées était est mis en contact avec 100ml du mélange de
méthanol 70% (v/v) et eau (30%). Aprés 24 heures d’agitation mécanique a température
ambiante et a I’abri de la lumicre, le mélange est filtré et évaporé a sec sous pression réduite a
I’aide d’un évaporateur rotatif a 45°C afin d’obtenir 1’extrait méthanolique. Les résidus
obtenus sont conservés a 4°C jusqu’a utilisation. Les flacons contenant les extraits sont

couverts par un papier aluminium et conservés a 4°C (Debbab, 2017). (Figure 5,6)

Figure 6: Agitation mecanique Figure 5: Evaporation a ’aide d’un
a température ambiante et a I'abri Rotavapeur
de La lumiére.
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1.3.1.2. Protocole expérimentale de germination :

Le but de cette partie est 1’étude de I’influence d’extrait méthanolique a 200microlitres
sur la germination des graines d’une ’espece fourragere en présence et absence de Nacl. Pour
cela, nous avons suivi ces 3 étapes :

Etape 1. Nous avons utilisé les graines de luzerne, elles sont préalablement désinfectées
par I’hypochlorite de sodium a 10% pendant 2 min, (afin d’éliminer toute contamination
fongique), ensuite rincées rigoureusement a 1’eau distillée pendant 5 min et laissées séchés

avant le commencement des tests de germination.

Etape 2. Répartition des graines (30 graines /boite) dans des boites de Pétri sur
lesquelles sont tapissées 3 couches de papier absorbant. 4 boites de Pétri contenant 30graines

chacune ont éte utilisées pour chaque dose de NaCl (0-3-6-10 g/l).

Etape 3. Imbibition des graines avec de 1’eau distillée pour le témoin (0g/l de NaCl), et
I’eau distillée + NaCl pour les autres concentrations (3-6-10g/l). Dans la premiére partie nous
avons appliqué I’imbibition sur des grains non amorcées, ainsi on 1’a appliqué sur les graines

amorcées avec 200micolitres d’extraits méthanolique de caroubier pendant 8h.

Les boites de Pétri sont enfin placés dans une étuve a une température 25°C,
I’émergence de la radicule étant indicateur de la germination, Les graines germées sont

dénombrées toutes les 24 heures pendant 10 jours.

Figure 7: Germination des graines de luzerne apres
Pimbibition.
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1.3.2. Parametres mesureés :

1.3.2.1. Taux de germination final :

Ce paramétre constitue un meilleur moyen de déterminer la faculté germinative. Il est

exprimé par le rapport nombre de graines germées sur nombre total de graines.
TG=(n/N).100
n : nombre de graines germés.

N : nombre totale de graines mises en germination.
1.3.2.2. Moyenne de germination journaliere :

C’est le rapport entre le pourcentage de germination finale (TG%) et le nombre de jours
a la germination finale (N) désigné par MDG « Mean Daily Germination » (Osborne et al.,
1993)

MDG =TG/N
1.3.2.3. Taux cumulé de germination :

L’indice du taux cumulé de germination a été déterminé par 1’utilisation de la formule

modifiée décrite par Bouton., (1976).

TCG_GZ+G4+G6
2 4 6

Ou G2, G4 et G6 sont les pourcentages de germination a 2, 4 et 6 jours apres [’initiation

de la germination.
1.3.2.4. Vitesse de germination :

Selon Come, (1970), la vitesse de germination peut s'exprimer en temps moyen de
germination (TMG) équivalent a I'inverse multiplie par 100 du coefficient de Kotowski

(1926) et conduisant a la formule suivante :

(N1.T1) + (N2.T2)+........ +(Nn.Tn)

TMG(j =
(jours) (N1 + N2+........ +Nn)

N1 : est le nombre de graines germées au temps T1,
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N2 : est le nombre de graines germées dans I’intervalle T1-T2.....
1.3.2.5. Le pourcentage d’inhibition% :

Selon Come, 1970, c’est la différence entre le nombre de graines germées et le nombre

total des graines sur le nombre de graines germees.
Ti = (n-N) /n*100
n : Nombre de graines germées.

N : Nombre de graines total.

1.3.3.. Analyse quantitative des extraits (teneur en poly phénols):

La teneur totale en composés phénoliques (TP) des extraits a été déterminée a 1’aide du
test FC décrit par Singleton et Rossi (1965). 40 ul de solution d’extrait correctement dilué ont
été mélangés avec 1,8 ml de réactif Folin-Ciocalte. Le réactif a été pré-dilué, 10 fois, avec de
I’eau distillée. Aprés repos pendant 5 min a température ambiante, 1,2 ml de solution de
carbonate de sodium (7,5 % p/v) ont été ajoutés. Les solutions ont été mélangées et laissées au
repos pendant 1 h a température ambiante. Ensuite, I’absorbance a été mesurée a 765 nm, a
I’aide d’un spectrophotométre UV-visible. Une courbe d’étalonnage a été réalisée a partir
d’une solution étalon d’acide gallique (20, 40, 60, 80 et 100mg/1, 1>=0,997). Les résultats ont
été¢ exprimés sur la base du poids frais pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait.

Figure 8: Dosage des poly phénols.
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1.3.4.Effets de ’amorc¢age des graines de la luzerne par les extraits

méthanolique sur Pactivité de I’a-amylases :

L’a-amylase a été mesurée selon la méthode de Xiao (2006) en utilisant le Lugol. Les
graines misent en germination (10 mg) ont été broyées dans 3 ml de solution tampon
phosphate (ph7). Un millimétre (1 ml) de I’extrait a été additionné a 1 ml d’une solution
d’amidon soluble (0.2% ; p/v). Aprés incubation a 50°C durant 30 min, 500ul d’acide
chlorhydrique (HCl) ont été ajoutés pour arréter 1’activité enzymatique. Ensuite, 2.5 ml de
Lugol (12, KI) ont été additionnés. L’absorbance a ét¢ mesurée a 580 nm (AS580.E).

Les résultats ont été exprimés en unité enzymatique par millilitre (U/ml), calculée selon
la formule suivant :

(Asgo.r—A4s80.E)
U/m|: 580 580
Asg0. ETXTXVextrait

A (580.T) : Il s'agit de I'absorbance mesurée a une longueur d'onde de 580 nm dans un tube

contenant I'échantillon d'enzyme.

A (580.E) : C'est I'absorbance mesurée a 580 nm dans un tube de contréle ou un blanc (sans

I'enzyme).

A (580.ET) : L'absorbance mesurée a 580 nm dans un tube contenant une solution témoin

d'enzyme dont la concentration est connue.
T : Temps en minutes pendant lequel la réaction enzymatique a eu lieu.

V extrait : Volume de I'extrait enzymatique utilisé dans la réaction.

I.4. Analyses statistiques :

L’analyse statistique des résultats ont été réalisé avec le logiciel SPSS© version 20.0.0
pour WindowsTM. Les expériences ont été répétées trois fois .Une analyse de la variance
(ANOVA) suivie d’un test post-hoc de Tukey au seuil 5% est réalisée pour voir I’existence de
differences statistiquement significatives entre les graines témoin et les graines qui ont eté
prétraitées par l'extrait vegétal du Caroubier en présence et absence des différentes

concentrations de NacCl.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

I1.1. Résultats :
11.1.1. Influence des différentes concentrations en NaCl en présence des
extraits méthanolique sur la germination des graines de luzerne (Medicago

sativa L) :

Pour déterminer ’effet d’extrait méthanolique d’une espéce de caroubier (Ceratonia
siliqua L) sur la germination des graines la luzerne (Medicago sativa L.) nous avons étudié
des parameétres physiologiques de germination comme : Evolution du taux de germination
final(TG), Moyenne de germination journaliere (MDG), la vitesse de germination (TMG),

Taux cumulé de germination (TCG), le pourcentage d’inhibition %.
11.1.1.1 Taux de germination final (TG) :

La courbe de la figure 9 met en évidence le taux final de germination de la luzerne
(Medicago sativa L.) En conditions de stress salin en présence et absence d’extrait de

Ceratonia siliqua L.

120
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O
© 60

40
20

0
Do D1 D2 D3
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Figure 9: Effet de diverses concentrations salines (en g/l de NaCl) sur le taux de

germination des graines traité par I’extrait de Ceratonia siliqua L.

D0=0g/L, D1=3g/L, D2=6¢g/L, D3=10g/L,

CO=sans extrait, C1=200microlitre, extrait Ceratonia siliqua L.

On observe que le taux de germination des graines traitées avec du NaCl présente une

diminution par rapport au groupe témoin. Les résultats indiquent des taux de 100% pour les
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témoins (DO, C0), tandis que les graines traitées avec 3g/l de NaCl montrent un taux de 90%,
celles traitées avec 6g/l de NaCl montrent 80%, et celles traitées avec 10g/l de NaCl montrent
seulement 20% de taux de germination. Pour les graines traitées avec concentration de 200
microlitres d'extrait en combinaison avec 69/l de NaCl, les taux enregistrés sont de 90%, et ils
chutent a 70% pour les graines traitées avec concentration de 200 microlitres d'extrait et 10g/I

de Nacl (voir figure 9).

L'analyse de variance révele une différence significative entre le taux final de
germination des graines traitées avec 200 microlitres d'extrait de Ceratonia siliqua L en
présence de 10g/l de NaCl, par rapport aux graines non traitées et exposées au stress de 109/l
de NaCl (p=0.000). Les traitements a base d'extrait a 200 microlitres en présence de 10g/l de

NaCl ont conduit a une augmentation de ce taux de germination.
11.1.1.2.Vitesse de germination (TMG) :

La Figure 10 met en évidence les fluctuations dans le temps moyen de germination (t)
des graines de luzerne, soumises a des essais avec I'extrait de Ceratonia siliqua L en présence
de niveaux croissants de NaCl, ce dernier étant inversement proportionnel a la vitesse de la

germination.
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Figure 10: Vitesse de germination (TMG) de la germination observée au niveau Des

différents lots de graines témoins et traités par 1’extrait de Ceratonia siliqua L
D0=0g/L, D1=3g/L, D2=6¢/L, D3=10g/L.
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CO=sans extrait, C1=200 microlitres d’extrait de Ceratonia siliqua L.

On observe que le temps moyen de germination des graines qui n'ont pas été prétraitees
augmente en comparaison avec le groupe témoin pour les concentrations de 3 /6 et 10g/l. Plus
specifiquement, des valeurs de 2, 8 / 3 / 4 graines/jours sont enregistrées. Le traitement au
NaCl provoque une diminution de la vitesse de germination des graines de luzerne traitées. En
ce qui concerne les graines traitées avec concentration de 200 microlitres d'extrait aux mémes
niveaux de NaCl, des durées respectives de 1,75 /1,9 et 2,60 graines/jours sont enregistrées
(voir Figure 10). L’analyse de la variance montre qu’il y avait une différence significative
entre le temps moyen de germination des graines traitées a 200microlitres de 1’extrait de

Ceratonia siliqua L celle des graines non traitées (p=0.000).

En résumé, nous pouvons conclure que le traitement avec I'extrait méthanolique a un

impact positif sur la vitesse de germination des graines de luzerne, en les accélérant.
11.1.1.3. Moyenne de germination journaliere (MDG) :

Les valeurs des moyennes de germination journaliere (MDG) des graines de la luzerne
soumises a différents concentrations de NaCl en présence et en absence d’extrait de Ceratonia

siliqua L sont représentées dans la figure ci-dessous.
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Figure 11: L’effet des différentes concentrations en NaCl sur la moyenne de

MDG
(o]

germination des graines traité par I’extrait de Ceratonia siliqua L.

D0=0g/L, D1=3g/L, D2=6g/L, D3=10g/L.
CO=sans extrait, C1=200 microlitres d’extrait de Ceratonia siliqua L.
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On note que les moyennes de la germination quotidienne (MDG) des graines de luzerne
diminuent en présence de concentrations élevées de NaCl. Les résultats indiquent 10 graines
par jour pour le groupe témoin, 9 graines par jour pour les graines traitées avec 3g/l de NaCl,
et 8 graines par jour pour celles traitées avec 6g/l de NaCl. Cette valeur diminue a 2 graines
par jour pour les graines traitées avec 10g/l de NaCl (voir Figure 11).

L'analyse de variance avec un seuil de 5% révele une différence significative entre les
valeurs des moyennes de germination quotidienne pour les graines pré-amorcées et traitées
avec 10g/l de NaCl , par rapport aux graines non amorcées (p=0.000). Ainsi, nous pouvons
conclure que le traitement avec les extraits de Ceratonia siliqua L contribue de maniére

significative a I'amélioration de la moyenne de germination quotidienne.

11.1.1.4. Taux cumulé de germination (TCG) :
La Figure 12 met en évidence les fluctuations dans le Taux cumulé de germination
(TCG) des graines de luzerne, soumises a des essais avec ’extrait de Ceratonia siliqua L en
présence de niveaux croissants de NaCl, ce dernier étant inversement proportionnel a la

vitesse de la germination.
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Figure 12: Taux cumulé de germination observé au niveau des différents lots de

graines témoins et traités par ’extrait foliaire méthanolique de Ceratonia siliqua L.

D0=0g/L, D1=3g/L, D2=6g/L, D3=10g/L.

CO=sans extrait, C1=200 microlitres d’extrait de Ceratonia siliqua L.
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On observe que les valeurs relatives au taux cumulé de germination (TCG) des graines
de Luzerne en présence d'extrait de caroubier surpassent celles des graines non prétraitées
sauf en 3, 6, 10 g/l. Pour les graines de Luzerne non prétraitées, le taux cumulé de
germination est de 7,9%, ce qui constitue la valeur la plus élevée enregistrée. En revanche,
dans les groupes de graines preétraitées, le taux cumulé de germination est de 7,75% (voir
figure 12).

Il est important de noter que la valeur minimale du TCG (0,8%) est observée chez les
graines ayant subi un traitement de germination en présence d'une concentration de 10g/l de
NaCl en I'absence d'extrait. En contraste, une valeur de 4,4% est enregistrée pour les graines

traitées avec l'extrait de Ceratonia siliqua L (voir figures 12).

Lorsqu'une concentration de 3g/l d'extrait est présente, le TCG atteint 7,25%, tandis
gu'en absence d'extrait de caroubier, le TCG est de 5,5%. Cette valeur continue de mettre en
évidence l'effet positif (significatif) de I'amorcage par Ceratonia siliqua L sur le taux cumulé

de germination.

L’analyse de la variance au seuil 5% a montré qu’il y a une différence significative
entre les valeurs des taux cumulé de germination des graines amorcées et traitées avec 10g/I
de NaCl et celles des graines non amorcées (p=0.000). Nous pouvons dire que les traitements
par I’extrait de Ceratonia siliqua L permettent d’améliorer significativement le taux cumulé
de germination.

I1.1.1.5.. Pourcentage d’inhibition % :

Le pourcentage d’inhibition (%) de la germination des graines de la luzerne soumises a
différents concentrations de NaCl en présence et en absence d’extrait de Ceratonia siliqua L

sont représentées dans la figure ci-dessous.
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Figure 13: pourcentage d’inhibition de la germination observé au niveau des
différents lots de graines témoins et traités par I’extrait foliaire méthanolique de
Ceratonia siliqua L.

D0=0g/L, D1=3g/L, D2=6g/L, D3=10g/L.
CO=sans extrait, C1=200 microlitres d’extrait de Ceratonia siliqua L.

On note que le pourcentage d‘inhibition de la germination a enregistré une
augmentation observable chez les graines traitées avec des concentrations croissante de
Nacl 3, 6, 10 g/l (10% a 3g/l), (20% a 6 g/l) et (80 % a 10 g/l). Par contre chez les graines
traitées avec concentration de 200microlitres d’extrait de Ceratonia siliqua L. nous avons

enregistre de faibles valeurs, 10 % a6 g/l et 30 % d’inhibition a 10 g/l (figurel13).

L’analyse de la variance nous permet de constater que 1’amorcage des graines par
I’extrait a 200microlitres induit une différence significative (p=0,000) a 6g et 10g/l. Nous
pouvons dire que les traitements par I’extrait de Ceratonia siliqua L permettent d’améliorer

significativement le pourcentage d’inhibition de la germination.

11.1.2.Analyse quantitative des extraits (teneur en poly phénols) :

Les résultats montrent que la teneur en polyphénols des extraits sont de : 0.837 Jg

EAG/mg
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11.1.3. Influence des différentes concentrations en NaCl en présence
d’extrait méthanolique Ceratonia siliqua L sur P’activité des o amylases des

graines de luzerne (Medicago sativa L).

Dans I’absence d’extrait de Ceratonia siliqua L, on observe une réduction progressive

de P’activité¢ de ’a-amylase avec 1’augmentation de la concentration de NaCl. Les valeurs

vont de 1,45 (0 g/l de NaCl) a 1,11 (10 g/l de NacCl).

Cependant, en présence d’extrait de Ceratonia siliqua L, les résultats montrent une
tendance différente. Les valeurs semblent plus stables et ne montrent pas la méme réduction
progressive avec I’augmentation de la concentration de NaCl. Par exemple, a 3g/ I’activité de
a-amylase est de 1,74U/ml, ce qui est [égerement supérieur a la valeur sans extrait a la méme

concentration de NaCl. (Voir le tableau 1).

Tableau 1: Activité des a-amylases des graines de luzerne en présence d’extrait de
Ceratonia siliqua L.

NaCl A-amylase U /ml NaCl + extrait A-amylase U /ml
0g/l 1.45 0gll 170.
3g/l 1.35 3gl/l 1.74
60/l 1.21 69/l 1.51
10 g/l 1.11 109/l 1.63

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures.
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I1.2.Discussion :

Dans le cadre de cette étude axée sur I’effet biostimulant et bioprotecteurs de 1’extrait
végetal de Ceratonia siliqua L sur les graines d’une espéce fourragére (luzerne) au stade de
germination, nous avons examiné comment les différentes concentrations de NaCl (0, 3, 6,
10g/1) influencent ce processus crucial. Les résultats obtenus offrent des apercus significatifs
sur I’interaction entre I’extrait de Ceratonia siliqua L, le sel et la germination des graines de

luzerne.

Les résultats de nos études indiquent clairement que la germination des graines de
Medicago sativa L est fortement influencée par la présence de NaCl ainsi que par 1’extrait de
Ceratonia siliqua L. L’effet inhibiteur du NaCl sur la germination est apparent, avec une
diminution significative du taux de germination a mesure que la concentration de NaCl
augmente. Les groupes témoins présentent un taux de germination de 100%, ce qui met en

évidence la capacité intrinseque des graines a germer dans des conditions optimales.

Lorsque les graines sont exposées & des concentrations croissantes de NaCl, le taux de
germination diminue de maniére significative. Ceci suggeére que le stress salin imposé par le
NaCl a un effet négatif sur la capacité des graines a germer. Par exemple, le groupe traité
avecl0g/l de NaCl affiche un taux de germination aussi bas que 20%, ce qui montre que le

stress salin severe a un impact majeur sur la germination.

Cependant, nos résultats prennent une tournure intéressante lorsque 1’extrait de
Ceratonia siliqua L est introduit en conjonction avec les concentrations de NaCl. Les graines
traitées avec cet extrait montrent une amélioration significative de leur taux de germination
par rapport aux graines traitées uniquement avec NaCl. Cela suggere que ’extrait de
Ceratonia siliqua L a un effet bénéfique sur la germination en atténuant partiellement les

effets néfastes du stress salin.

L’analyse des temps moyens de germination révele une tendance similaire. Les graines
exposées au NaCl présentent des temps de germination plus longs, indiquant une vitesse
réduite de germination. Cependant, 1’ajout d’extrait de Ceratonia siliqua L semble accélérer

la vitesse de germination, ce qui peut contribuer a compenser les effets négatifs du NaCl.

En ce qui concerne les moyennes de germination quotidienne (MDG), nos résultats
montrent une corrélation directe avec les taux de germination. Les concentrations élevées de

NaCl entrainent une diminution du nombre de graines germinées par jour, ce qui est cohérent
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avec la baisse du taux de germination global. Cependant, une fois de plus, I’introduction
d’extrait de Ceratonia siliqua L semble avoir un effet positif en maintenant des MDG plus

élevées méme en presence de NaCl.

Le taux cumulé de germination (TCG) reflete également cette tendance. Les lots de
plantes traités avec 1’extrait de Ceratonia siliqua L montrent des valeurs de TCG plus élevées
que les lots de plantes non traités, suggérant une augmentation générale de la germination a

long terme gréce a cet extrait.

Les résultats montrent que le traitement a base d’extrait de Ceratonia siliqua L va un
impact positif sur le taux de germination, le taux cumulé de germination, le pourcentage
d’inhibition et moyenne de germination journalier des graines de luzerne soumises au stress
salin. Cela suggére que I’extrait a un effet biostimulant, ce qui signifie qu’il peut aider a
atténuer les effets négatifs du stress salin sur la germination. Cette recherche pourrait avoir
des implications significatives pour le développement de pratiques agricoles plus résilientes
dans des conditions de sols salins.

L’effet positif (stimulateurs ou inhibiteur) des extraits organiques comme les extraits
d’algues, extraits de plantes...ect a été rapporté par plusieurs auteurs (Germit Safa et al.,
2021 ; Dalhi.K.2019 ; Cherif ,R et al., 2015) nos résultats concordent avec ce qui été
observé par ces chercheurs.

La variation des résultats peut s’expliquer par plusieurs facteurs, tels que les conditions
de croissance des caroubiers, la technique d’extraction des polyphénols et les différences

naturelles dans la composition chimique des plantes.

De plus, I’extrait riche en polyphénols pourrait avoir un potentiel bénéfique en tant que
biostimulant pour les graines exposées au stress salin, grace aux propriétés antioxydants des

polyphénols qui peuvent aider a atténuer les effets nocifs du sel sur les plantes.

Les études sur les teneurs en polyphénols totaux des feuilles de caroube sont peu
nombreuses, ont été rapportées par plusieurs auteurs (EI-Hajaji et Al., 2010 ; Custodio L,
Escapaal., 2010 ; Anis B, Trigui M, 2015 ; Fatima Zohra G, Fluckiger A, 2017). Ces

résultats sont supérieurs a la teneur en polyphénols que nous avons obtenu.
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Les stress abiotiques entre autre la salinité contribuent a la diminution des réserves
protéiques et amylacées chez les espéces cultivées (Bendkhi et al., 2010 ;Mihoub et al.,
2005).

Dans la méme optique, on note une diminution significative de la teneur en a-amylase
au niveau des graines de Medicago sativa L non amorcées et stressées. Parmi les contraintes
ressenties par certaines plantes, a I’application du stress salin est une modification du
potentiel du milieu affectant les co-facteurs indispensables au fonctionnement optimale d’une
majorité d’enzymes. La fluctuation des concentrations en sel aura également un effet nuisible
préjudiciable a la structure et fonctionnement de ces enzymes (Hassani et al., 2002 ;Mihoub
et al., 2005).

La présence d’extrait de Ceratonia siliqua L. semble avoir un effet stabilisant sur
I’activité de I’a-amylase par rapport aux concentrations croissantes de NaCl. Cela suggére que

cet extrait pourrait avoir un impact positif sur la résistance de la luzerne au stress salin.

La réduction progressive de I’activité de ’a-amylase en I’absence d’extrait de
Ceratonia siliqua L. avec I’augmentation de la concentration de NaCl peut étre due a une
inhibition de I’enzyme par le sel ou a des dommages aux structures cellulaires des graines de
luzerne. La dégradation de I’amidon servirait a un ajustement osmotique cellulaire assurant

ainsi une absorption d’eau continue et par conséquent une imbibition optimale de la graine.
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Conclusion :

Notre étude met en évidence les effets biostimulants et bioprotecteurs de I’extrait
végetal de Ceratonia siliqua L sur le processus de germination des graines de luzerne en
présence de différents niveaux de stress salin induit par le NaCl. Les résultats obtenus
soulignent plusieurs conclusions clés qui contribuent a une meilleure compréhension de cette

interaction complexe.

I est évident que le NaCl exerce un effet inhibiteur direct sur la germination des graines
de luzerne (Medicago sative L). Les taux de germination diminuent de maniére significative
avec ’augmentation des concentrations de sel, démontrant 1I’impact négatif du stress salin sur
la capacité intrinseque des graines a germer. Les temps de germination plus longs et les
faibles moyennes de germination quotidienne observes confirment ces effets defavorables du
NaCl sur la dynamique de la germination.

Toutefois, I’introduction d’extrait de Ceratonia siliqua L renverse en grande partie ces
effets néfastes du stress salin. L’extrait semble avoir un effet positif sur le taux de
germination, les moyennes de germination quotidienne, le pourcentage d’inhibition et le taux
cumulé de germination des graines exposées aux concentrations élevées de NaCl. Cette
observation suggére que les extraits de Ceratonia siliqua L ont le potentiel de servir de

facteurs biostimulants en favorisant la germination malgré les conditions de stress.

Les résultats de notre étude montrent que 1’extrait de caroubier présente une variation
significative de la teneur en polyphénols. L’extrait est riche en polyphénols et pourrait étre
considéré comme le plus prometteur pour une utilisation en tant que biostimulant pour les

graines soumises a un stress salin.

Notre études ont démontré que la présence d’extraits de Ceratonia siliqua L. semble
avoir un effet protecteur sur I’activité de 1I’a-amylase des graines de luzerne exposées a des
concentrations croissantes de NaCl. Cela suggere que cet extrait pourrait étre utilisé pour

améliorer la résistance de la luzerne au stress salin.

En conclusion, nos études fournissent des informations substanticlles sur 1’interaction
entre le stress salin, I’extrait de Ceratonia siliqua L et la germination des graines de luzerne.
Les résultats indiquent que 1’extrait peut agir comme un agent biostimulant en améliorant la

germination sous stress salin. Cette découverte pourrait avoir des applications potentielles
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dans le domaine de I’agriculture en aidant a atténuer les effets néfastes du stress

environnemental sur la germination des cultures.

En se basant sur ces résultats, il est pertinent de conclure que les extraits organiques
détiennent des propriétés biostimulants et bioprotectrices qui se manifestent méme a des

concentrations réduites. Cet extrait stimule la germination des graines de luzerne.

Par conséquent, une meilleure compréhension de ce phénomeéne pourrait ouvrir des
perspectives prometteuses pour la gestion de la végeétation dans les champs cultivés,

contribuant ainsi a la protection des cultures contre les effets néfastes du sel.
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Annexes:

Analyses statistiques

Analysis of Variance for TG - Type Ill Sums of Squares

F- P-
Source Sum of Squares f Mean Square Ratio VETE
MAIN EFFECTS
A:NaCl 3,24E4 1,08E4 7196’1 OO’OOO
|B:Extrait 722, 722, 13,14 ot
INTERACTIONS
AB 1,55E3 516, 9,38 10’000
RESIDUAL 1,76E3 5 55,0
TOTAL (CORRECTED) 3,64E4 9
Analysis of Variance for MDG - Type Ill Sums of Squares
F- P-
Source Sum of Squares f Mean Square Ratio value
MAIN EFFECTS
A:NaCl 100, 335 12,64 00
B:Extrait 0,256 0,256 0,10 90‘757
INTERACTIONS
AB 7,67 2,56 0,96 ;A%
RESIDUAL 79,5 0 2,65
TOTAL (CORRECTED) 185, 7
Analysis of Variance for Inhibition (%) - Type Ill Sums of Squares
Source Sum of Squares Mean Square i .
f Ratio Value
MAIN EFFECTS
A:NacCl 4,57E3 1,52E3 37,11 OO’OOO
B:Extrait 1,68 1,68 0,04 o %
INTERACTIONS
AB 514, 171, 4,18 30’013
RESIDUAL 1,31E3 2 41,1
TOTAL (CORRECTED) 6,4E3
















