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RESUME

Influence de la nature des biofertilisants sur la tolérance et
accumulation des métaux lourds chez Atriplex halimus: Une
approche comparative entre le vermicompost et I’extrait aqueux de
Moringa oleifera

Résumé

Un biostimulant est une substance ou microorganisme appliqué sur la plante afin
d’améliorer tolérance au stress abiotique et la qualité de culture en plus de sa teneur
en éléments nutritifs. La présente étude vise 'optimisation des extraits de feuilles de
Moringa oleifera par le recours a deux formulations et aussi la possibilité de ces
derniers a atténuer le stress oxydatif

Les biostimulants développés ont été appliqués en tant qu’agent de priming afin de
déterminer leurs capacités a booster la croissance des graines d’Atriplex halimus.
L’expérience a été réalisé dans une chambre de culture (16h/8h de photopériode, 25°C
et 80% d’humidité). La technique de priming a été adopté dans le but d’estimer I'effet
booster des biostimulants développés. Les graines d’Atriplex halimus ont été
amorcées par I'Extrait Aqueux (EAM), I'Extrait Aqueux formulé 1 (EAMF1) et I'Extrait
Aqueux Formulé 2 (EAMF2), a différentes doses a savoir : 3ml/L, 2ml/L, 1,5ml/L et
1ml/L. Le suivi des essais est préconisé pendant 10 jours. Le taux de germination, le
taux d’inhibition, la vitesse de germination et I'indice de vigueur ont été estimés. Les
résultats ont montré que pour 'ensemble des paramétres étudiés, la forte dose 3ml/L
de I'Extrait Aqueux (EAM) signale les valeurs les plus élevées rapport aux doses
appliguées. Cependant, les mémes parametres de germination ont été obtenus sous
I'effet des faibles doses (1ml/L) pour les extraits Aqueux Formulés (EAMF1 & EAMF2).
Les concentrations retenues ont été utilisées ensuite sur les plantules de la méme
espece dans le but d’atténuer le stress métallique provoqué par une solution d’arsenic
As203, les essais ont été effectués dans une serre monochapelle dans des conditions
semi contr6lées en randomisation totale, les traitements ont été appliqués par
aspersion foliaire aprés application du stress. La modulation des métabolites
secondaires enzymatiques et non enzymatiques (proline, polyphénols, flavonoides,
CANATE, sucres totaux, teneur en eau), ainsi que certains paramétres d’expression
végeétative (longueur de la partie aérienne, longueur de la partie souterraine et nombre
de feuilles) ont été estimeés.

Par ailleurs, les résultats ont montré que le taux de germination, l'indice de
germination, le taux d’inhibition et la vitesse de germination répondent positivement a
I'extrait méthanoliqgue (EMM), alors que la longueur des racines et des tiges et I'indice
de vigueur sont en faveur de I'Extrait Aqueux Brut (EAM). Les formulations F1 et F2
ont montré une meilleure sécurisation des principes actifs de I'extrait méthanolique par
rapport a I'extrait aqueux.

Cependant les extraits bruts et le vermicompost (VLC) ont exprimés une meilleure
atténuation du stress suivi par les produits formulés notamment la formulation F1 par
rapport a la formulation F2.

L’optimisation des bioengrais a travers la formulation des principes actifs d’origine
végétale permet de rationaliser l'utilisation des ressources phytogénétiques dans le
cadre d’'une agriculture durable.

Mots clés : Atriplex halimus, Extrait aqueux, formulation, Moringa oleifera, principe
actif, indice de vigueur, métabolites secondaires, stress métallique.



ABSTRACT

Influence of the nature of biofertilizers on the tolerance and
accumulation of heavy metals in Atriplex halimus: A comparative
approach between vermicompost and aqueous extract of Moringa

oleifera.

Abstract

A biostimulant is a substance or microorganism applied to the plant to improve
tolerance to abiotic stress and crop quality in addition to its nutrient content. This study
aims to optimize the extracts of Moringa oleifera leaves through the use of two
formulations and also their potential to mitigate oxidative stress.

The developed biostimulants were applied as priming agents to determine their abilities
to boost the growth of Atriplex halimus seeds. The experiment was conducted in a
growth chamber (16h/8h photoperiod, 25°C, and 80% humidity). The priming technique
was adopted to estimate the boosting effect of the developed biostimulants. Atriplex
halimus seeds were primed with Aqueous Extract (EAM), Formulated Aqueous Extract
1 (EAMF1), and Formulated Aqueous Extract 2 (EAMF2) at different doses: 3ml/L,
2ml/L, 1.5ml/L, and 1ml/L. The trials were monitored for 10 days. Germination rate,
inhibition rate, germination speed, and vigor index were assessed. The results showed
that for all parameters studied, the high dose of 3ml/L of Aqueous Extract (EAM)
signaled the highest values compared to the applied doses. However, similar
germination parameters were obtained with the low doses (1ml/L) for the Formulated
Aqueous Extracts (EAMF1 & EAMF2).

The selected concentrations were then used on seedlings of the same species to
mitigate metal stress caused by an arsenic As203 solution. The trials were conducted
in a single-chamber greenhouse under semi-controlled conditions with total
randomization. Treatments were applied via foliar spray after stress application. The
modulation of secondary enzymatic and non-enzymatic metabolites (proline,
polyphenols, flavonoids, CANATE, total sugars, water content), as well as some
parameters of vegetative expression (aerial part length, underground part length, and
number of leaves) were evaluated.

Furthermore, the results showed that germination rate, germination index, inhibition
rate, and germination speed responded positively to methanolic extract (EMM), while
root and stem length and vigor index favored Raw Aqueous Extract (EAM).
Formulations F1 and F2 demonstrated better preservation of the active principles of the
methanolic extract compared to the aqueous extract.

However, the raw extracts and vermicompost (VLC) showed better stress mitigation
followed by formulated products, especially Formulation F1 compared to Formulation
F2. Optimizing biofertilizers through formulating active principles of plant origin helps
rationalize the use of phytogenetic resources in sustainable agriculture.

Keywords: Atriplex halimus, Aqueous extract, formulation, Moringa oleifera, active
principle, vigor index, secondary metabolites, metal stress."
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INTRODUCTION

Le changement est une cause majeure de la réduction de la biodiversité. La
température est un des principaux facteurs influencés par ces changements. Son
augmentation pourrait entrainer I'extinction de nombreuses espéces, végétales ou
animales [1, 2]. Certaines études ont montré que le nombre de graines germées
augmente de maniére linéaire lorsque la température augmente jusqu'a un niveau
optimal, puis diminue de maniere linéaire lorsque la température dépasse la limite [3,
4]. De plus, la température a un impact substantiel sur le métabolisme biochimique et
physiologique. Selon Ahmed et al. [5], aucune germination n’a été observée pour les
populations a 40°C. Des températures optimales pour la germination ont été estimées
entre 7,9 et 25,9°C. Les contraintes abiotiques, telles que la sécheresse, la salinité,
les températures extrémes et I'application des différents intrants causent d’importantes
pertes de récolte mondiale réduisant ainsi plus de 50% les rendements moyens pour
la plupart des plantes cultivées [6]. Les facteurs de stress abiotiques, peuvent tous
avoir des effets néfastes sur la croissance des plantes, entrainant une perte de
rendement et une qualité réduite des cultures [7]. Les stress hydriques et thermiques
sont les principaux obstacles a la réussite de I'établissement des cultures et a leurs
performances ultérieures. Par conséquent, des circonstances défavorables pourraient
gravement affecter I'établissement de la culture et le rendement ultérieur [8-10]. La
germination des graines est la premiére étape de la vie d'une plante. C'est un
processus qui se fait en trois phases. La premiére phase est I'imbibition. Les graines
dormantes absorbent I'eau et le processus d'hydrolyse a lieu. L'imbibition des graines
résulte de l'interaction des protéines, des glucides et des lipides, et les variations de
leur contenu peuvent affecter le processus [11]. La deuxiéme phase est la régulation
de la germination, caractérisée par l'activation de la synthése d'ATP dans la glycolyse,
le cycle de Krebs, la chaine respiratoire et la traduction de 'ARNm stocké. Cependant,
la troisitme phase représente I'achévement de la germination, lorsque la radicule
dépasse du tégument et forme une racine, et les plumules forment un systéme de
pousse capable d'utiliser la matiere inorganique, I'eau et 'énergie lumineuse pour une
croissance saine [12, 13]. La germination est un processus compliqgué d'un point de
vue physiologique, impliquant de multiples signaux, et il est influencé a la fois par des

facteurs intrinséques et extrinséques [14].



Les facteurs intrinséques comprennent la dormance des graines et les réserves de
nourriture disponibles, et les facteurs extrinséques comprennent I'eau, la température,
I'oxygene, la lumiere et 'humidité relative. En général, le biofertilisant est de nature
organique contenant des microorganismes particuliers efficaces sous une forme
concentrée qui provient soit du nodule racinaire de la plante, soit du sol de la
rhizosphere. Les biofertilisants sont apparus comme des intrants potentiels
respectueux de I'environnement qui profitent au systeme de production agricole. lls ont
de vastes perspectives pour répondre aux besoins en éléments nutritifs des plantes,
ce qui réduit l'application d'engrais chimigues et minimise la pollution de
I'environnement [15]. L'application de régulateurs de croissance des plantes ou de
nutriments pendant le prétrempage, I'amorcage et d'autres traitements de pré-semis
dans de nombreuses cultures a amélioré la performance des semences, ce qui se
traduit par une croissance et une productivité globale des plantes, en particulier dans
des conditions défavorables, telles que des températures extrémes ou la salinité [16,
17]. Les réponses typiques a l'amorcage sont une propagation plus rapide et plus
rapprochée des temps d'émergence sur tous les environnements de lit de semence et
une plage de températures d'émergence plus large, conduisant a de meilleurs
peuplements de cultures, et donc a un rendement et une qualité de récolte améliorés,
en particulier dans des conditions de croissance sous-optimales et stressantes dans
le champ [18]. De plus, les graines amorcées germent et émergent souvent plus
rapidement que les graines non amorcées, surtout a basse température [19]. Le
Moringa appartient a la famille des Moringacées. Il existe environ 13 espéces de
Moringa dont M. oleifera est la plus cultivée. Comme les feuilles de Moringa sont riches
en zéatine, elles peuvent étre utilisées comme source naturelle de cytokinine [20]. De
plus, la feuille de Moringa est également riche en ascorbates, caroténoides, les
phénols, le potassium et le calcium, qui ont des capacités de promotion de la
croissance des plantes et sont souvent appliqués comme activateurs de croissance
des plantes exogenes [21]. Les antioxydants tels que l'acide ascorbigue et le
glutathion, qui se trouvent a des concentrations élevées dans les chloroplastes du
Moringa et d'autres compartiments cellulaires, sont cruciaux pour la défense des
plantes contre le stress oxydatif [22]. L’Atriplex étant convoité pour son action visant
la mise en valeurs des sols.

Depuis les années 60 La pollution de I'environnement constitue une préoccupation

majeure de nos sociétés modernes. D’aprés Stengel et Gelin [23], la pollution est une
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modification défavorable du milieu naturel, qui sera par la modification des
composantes physiques, chimiques ou biologiques. Cela pose de sérieux problemes
pour l'environnement car l'industrie, l'agriculture et les communautés urbaines
repoussent de nombreux produits chimiques, notamment les éléments métalliques
dans le sol. De fait, le sol a été longtemps considéré comme une ressource
renouvelable, voire méme inépuisable a I'échelle des générations humaines, capable
de recevoir sans conséquence les rejets de nos activites.

On sait maintenant que les sols sont caractérisés par un équilibre fragile et sont
vulnérables. Aujourd’hui, ce patrimoine est menacé a la fois par le lourd héritage du
passé et par I'extension des surfaces consacrées au développement industriel [24]
Certains métaux tels que : Cu, Zn, Co, Fe et Mn sont essentiels au métabolisme
cellulaire, agissant comme cofacteurs du métabolisme cellulaire. Certains autres
éléments, comme I"arsenic le cadmium, le plomb, le mercure et I'argent, sont toxiques
pour les organismes et inhibent I'activité enzymatique. Contrairement aux polluants
organiques ne sont pas biodégradables et persistent donc longtemps dans
I'environnement.

La toxicité des métaux lourds est étroitement liée a leurs propriétés redox et a la
génération d'especes réactives de I'oxygene (ROS), telles que les anions superoxydes
ou les radicaux hydroxyles, les phospholipides membranaires et les acides aminés.
Ces dernieres années, le développement de technologies de purification efficaces des
sites contaminés sont devenus indispensables, par exemple Bioventilation,
Bioremediation, Biopiles, Compostage, Bioréacteur, Atténuation naturelle controlée et
la phytoremédiation, qui utilise des plantes Accumulation, transformation, dégradation,
concentration, stabilisation ou volatilisation de la chlorophylle Polluants contenus dans
le sol ou I'eau contaminés [25].

Cette technique d'assainissement des sols contaminés repose sur la capacité de
certaines plantes a extraire les polluants de leurs substrats puis a les accumuler dans
leur biomasse telles que la moutarde brune (Brassica juncea) pour le Cadmium et le
Plomb, le colza (Brassica napus) pour le zinc et la Fabacée (Astragalus bisulcatus)
pour le sélénium, Atriplex halimus pour I'arsenic.

Atriplex halimus L. appartiennent a la famille des chénopodiacées. C est une espéece
halophyte trés répandue en Algérie surtout dans les régions a climats aride et semi-
aride elle résiste bien aux conditions environnementales comme la salinité et la

sécheresse. Bien adaptées a des conditions environnementales extrémes et peuvent
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présenter des propriétés accumulatrices de métaux lourds. Des études récentes ont
rapporté que cette espece est présente dans des sols pollués par les métaux lourds,
et elle est capable de tolérer des concentrations élevées de | arsenic [25].

D aprés Giri et al. [26], l'utilisation de biofertilisants peut étre une solution fortement
recommandée dans la mesure ou cela peut rendre les pratiques agricoles plus
durables, puisque ces derniers fabriqués a partir de résidus de plantes et de micro-
organismes qui se sont réveélés inoffensifs, mais bénéfique, naturel, biologique,
biodégradable, écologique et économiquement rentable [26]. La recherche scientifique
a prouvé que les biofertilisants peuvent remplacer efficacement les engrais de
synthése Stimule la croissance des plantes et augmente les rendements des cultures
tout en minimisant Utilisation de produits agrochimiques dangereux [27].

Notre étude vise a évaluer I'efficacité des biofertilisants issus du vermicompostage des
déchets ménagers dont, le vermicompost brut (VLC) et le vermicompost fermenté
(VLCF) ainsi que les extraits aqueux et méthanoliques de Moringa Oleifera bruts et
formulés sur les parametres de croissance et de production ainsi que les parameétres
biochimiques de I’ Atriplex halimus en présence du métal lourds (arsenic, As203). Nous
avons formulé les hypotheses de recherche suivantes : (i) Est-ce que ces produits
peuvent améliorer la capacité d absorbance des métaux ? (ii) Lequel de ces

biofertilisants a l'effet le plus important ?



CHAPITRE | : APERCUS BIBLIOGRAPHIQUES

I.1. Les éléments traces métalligues et les végétaux

Bien qu'il n'y ait pas de définition scientifique précise, les éléments traces métalliques
regroupent des composés toxiques présents en faibles quantités dans les
environnements naturels. Autrefois désignés sous le terme de "métaux lourds”, cette
appellation a été progressivement abandonnée en raison de l'assimilation de
métalloides tels que I'arsenic ou de métaux Iégers comme le zinc, caractérisés par une

faible masse volumique, a cette catégorie de composés [28].

1.1.1. Les éléments traces métalligues (ETM)

.1.1.1. Origine

Les éléments traces métalliques (ETM) présents dans les sols peuvent avoir une

origine naturelle, résultant de l'altération de la roche meére. Les concentrations
observées dans les sols en zinc, cadmium et plomb sont en moyenne de 50, 0,5 et 32
mg.kg? respectivement [29 - 32]. Toutefois, la majeure partie des ETM présents dans
I'environnement provient de sources anthropiques. Au cours des deux derniers siecles,
les activités humaines ont largement contribué a l'enrichissement des sols en ETM.
Les principales sources de contamination des sols incluent I'épandage agricole, le

trafic routier et, surtout, les activités industrielles (voir Figure 1.1).
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( ’ ) Pollution industrielle et urbaine

(boues, compost,
déchets industriels)

#

Sol = systeme
accumulateur

Stock initial provenant
du fond géochimique

/'
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Altération de la roche meére

Figure 1.1 : Origine des ETM dans les sols



Par exemple, dans la région septentrionale de la France, les activités des industries
chimiques et métallurgiques ont joué un role déterminant dans la contamination des
sols. Les fonderies de plomb et de zinc localisées a Noyelles Godault et Auby ont
constitué une source significative de pollution métallique (zinc, plomb et cadmium)
depuis la fin du 19™e siecle [33 - 35]. Les procédés pyrométallurgiques employés ont
engendré d'importants déchets toxiques, notamment des éléments traces métalliques
(ETM), dont les méthodes de stockage ont contribué a leur dispersion dans
I'environnement. Les émissions de poussieres issues de ces installations ont entrainé
la contamination des sols sur une vaste étendue géographique, couvrant plus de 120
km?, par le plomb, le cadmium et le zinc [35]. Par conséquent, des concentrations
dépassant les seuils de 30 mg.kg-1 de cadmium, 5200 mg.kg-1 de plomb et 7500
mg.kg? de zinc ont été mesurées dans les sols des jardins environnants aux deux
usines [36 - 38], constituant ainsi un risque sérieux pour la santé de la population locale
[39-37].

1.1.1.2. Phytodisponibilité

La disponibilité phytique d'un élément trace peut étre définie comme la quantité qui

peut étre absorbée par la plante au cours de son développement. Ce phénoméne
découle d'une série de processus successifs contribuant au transfert de I'élément
depuis la phase solide du sol vers la solution du sol, puis vers les tissus de la plante.
Les racines des plantes, en effet, prélévent les éléments traces métalliques (ETM)
exclusivement dans la solution du sol [40]. Ainsi, le prélevement des ETM par les
racines est influencé par des facteurs liés au sol, a la faune du sol, a la plante et aux

interactions entre les différents éléments.

- Facteurs liés au sol

Parmi les caractéristiques liées au sol, le pH, la capacité d'échange cationique (CEC)
et le taux de matiére organigue jouent des rbles prépondérants [41]. La solubilité d'un
elément trace est largement tributaire du pH du sol. Un pH bas augmente
généralement la disponibilité phytique des éléments traces métalliques (ETM) car les
protons (ions H*) manifestent une affinité accrue pour les charges négatives des
colloides du sol, entrant ainsi en compétition avec les ETM pour ces sites et induisant

ainsi le relargage des ETM dans I'eau des pores du sol [41].



La présence d'une quantité significative de matiere organique dans les sols favorise
I'immobilisation des éléments traces par le biais de leur complexation avec les acides
humiques ou fulviques, par exemple. La CEC du sol représente un parametre global
qui indique la quantité maximale de cations qu'un poids donné de sol peut retenir,
exprimant essentiellement le total des charges négatives du sol disponibles pour la
fixation de cations métalliques ou d'ions H*. Les cations dissous dans la solution du
sol sont attirés par des composants chargés négativement, principalement les argiles,
les oxydes de meétaux et la matiére organique, qui constituent les principaux
contributeurs a la CEC du sol [42]. Une CEC élevée signifie que les cations métalliques
sont davantage adsorbés ou complexés par les constituants du sol, rendant ainsi ces
éléments moins assimilables par les plantes.

Dans les sols, la mobilité des éléments traces métalliques (ETM) varie, avec certains,
tels que le zinc (Zn) ou le cadmium (Cd), montrant une plus grande mobilité, tandis
que d'autres, comme le plomb (Pb), sont nettement moins mobiles et ont tendance a

former des complexes avec les composants de la matiere organique [41].

- Spéciation du Zn, Cd et Pb dans les sols

Le zinc posséde une masse atomique de 65,409 g.mol? et se trouve exclusivement
dans les sols sous I'état d'oxydation (+I1), par exemple sous forme de Zn?*, ZnSOa,
ZnHCO?®*, ZnCOs [43]. Dans la solution du sol, il se présente principalement sous la
forme Zn?* ou plus fréquemment sous forme de complexes solubles ou insolubles avec
les matiéres organiques [44]. La proportion de zinc complexé dans la solution du sol
augmente avec le pH ; ainsi, la concentration de zinc en solution (Zn échangeable)
augmente significativement pour des pH inférieurs a 6. [45, 46]. Des pratiques telles
que le chaulage, I'apport d'argile, de fer ou de phosphore réduisent le transfert du zinc
vers les plantes. En présence de fortes concentrations de sulfates (SO4?) dans le sol,
le zinc forme du ZnSO4 soluble. Cependant, en présence de phosphore, le zinc forme
du Zn3(POa4)2 solide dans le sol, réduisant ainsi sa phytodisponibilité. De plus, le
phosphore perturbe I'assimilabilité physiologique du zinc dans les tissus végétaux [47].
Le cadmium, avec une masse atomique de 112,411 g.mol?, est naturellement présent
sous forme oxydée (+II) de maniere stable (Cd?*, CdSOs4, CdS, CdClz, CdCOs,
CdHCO?* ou Cd (POa)2). [43]. Ce métal peut étre retenu par la matiére organique et
les hydroxydes de fer. Sa mobilité dans les sols, principalement dépendante du pH,

est plus élevée que celle du zinc, bien que limitée par son affinité envers la matiére
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organique [32]. La concentration de cadmium dans la solution du sol augmente
significativement pour des pH inférieurs a 6, se présentant alors sous forme de Cd?*
ou de chélats d'acides fulviques [43]. Des pratiques telles que le chaulage ou I'apport
de cuivre ou de zinc peuvent réduire le transfert du cadmium vers les plantes [32].

Le plomb a une masse atomique de 207,2 g.mol-1. Dans les sols, le plomb se trouve
principalement sous le degré d’oxydation (+11) (Pb?*, PboHCO3*, PbS, PbSO4, Pb(OH)2,
PbCOs, PbO, Pb(POa4)2, PbCI*) [43]. Le plomb présente une forte réactivité vis a vis
des oxydes de fer et de manganese mais également vis a vis des phosphates et de la
matiére organique [32, 48]. L'immobilisation du plomb sous forme organique et
minérale contribue aux faibles solubilités et mobilité de cet élément et explique qu’il
soit difficilement phytodisponible [49, 50, 36]. Le facteur pH a un réle important dans
le transfert du Pb du sol vers les végétaux ; une acidification du sol favorise sa

solubilisation et par conséquent sa biodisponibilité [46].

- Facteurs liés aux plantes et interactions avec les organismes telluriques
Avant d'étre absorbés par les racines, certaines plantes ont la capacité de modifier la
composition physico-chimique et microbienne de la rhizosphére, une zone définie
comme étant proche de la racine et en interaction avec celle-ci. Cette modification se
produit a travers I'absorption de nutriments ou I'excrétion de certains produits par les
plantes. La capacité des plantes a libérer des exsudats racinaires varie selon les
espéces et les cultivars [41].

Les racines peuvent ainsi sécréter des acides organigues ou aminés, des mucilages,
des cellules mortes, de I'oxygéne (O2) et du dioxyde de carbone (CO2) dans leur
environnement. Ces sécrétions ont pour effet de modifier les propriétés du sol, telles
gu'une diminution de son pH. Par exemple, cette diminution de pH peut accroitre la
biodisponibilité des éléments traces métalliques (ETM) dans le sol, facilitant ainsi leur
absorption par la plante [42].

En effet, certains acides organiques tels que le citrate et le malate, ainsi que des acides
aminés de petite taille, peuvent stimuler I'absorption des éléments traces métalliques
(ETM) par les racines. A linverse, des substances comme les mucilages, des
polysaccharides de trés grande taille riches en acides polyuroniques, ont la capacité
de former des complexes avec les ETM, entravant ainsi leur absorption par la plante.
La présence de carbone dans les exsudats racinaires peut également favoriser la

prolifération de micro-organismes dans la rhizosphere. Ces micro-organismes peuvent
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altérer le statut des ETM dans la rhizosphere, en effectuant des processus tels que la
minéralisation de la matiére organique, la complexation des ETM et la modification du
pH du sol. Ces modifications peuvent augmenter ou diminuer l'absorption des ETM
par les racines [51, 52, 53].

Par exemple, les mycorhizes, formés par des champignons en symbiose avec les
racines, augmentent la surface d'échange entre le sol et la racine, favorisant ainsi
I'absorption des ETM tels que le cuivre (Cu) et le zinc (Zn) [54,44].

De plus, certains microorganismes ont la capacité de décomposer la matiere
organique, libérant ainsi les éléments traces métalliques (ETM) chélatés par les acides
humiques [55]. A l'inverse, d'autres microorganismes peuvent entrer en compétition
avec la plante pour I'absorption de certains éléments essentiels, comme le zinc [47].
Enfin, le macrofaune du sol peut également influencer la phytodisponibilité des ETM.
Récemment, Zhang et al. [56], ont démontré le réle du mucus et des acides aminés
sécrétés par les lombrics dans I'impact sur la phytodisponibilité et I'accumulation du

cadmium chez la tomate.

1.1.2. Capture, transport et accumulation des ETM chez les plantes

1.1.2.1. Pénétration des ETM dans la plante

Les éléments traces métalliques (ETM) exposent les plantes de deux manieres
distinctes : d'une part, par leurs parties aériennes, a partir de particules en suspension
dans l'air ou de composés dissous dans I'eau de pluie ou d'arrosage ; d'autre part, par

leurs racines.

- Absorption foliaire

L'exposition par voie aérienne est généralement limitée, sauf dans les zones a fortes
retombées atmosphériques, telles que les environs des industries métallurgiques ou
des routes fréquentées (résidus de combustion des carburants), par exemple. Dans
de telles conditions, les éléments traces métalliques (ETM) peuvent étre captés par le
systéme foliaire et pénétrer dans la plante a travers les stomates ou la cuticule des
feuilles [41]. Cependant, la majeure partie des cations métalliques absorbés de cette
maniére reste emprisonnée dans la cuticule ou les parois cellulaires sous une forme

insoluble et migre trés peu vers les autres parties de la plante [42].



Le passage des cations semble étre inversement proportionnel a la taille du cation
hydraté [57] ; ainsi, le cadmium (Cd) et le zinc (Zn) auraient une plus grande
propension a pénétrer a l'intérieur des feuilles que le plomb (Pb) [58]. Cependant, la
compréhension du passage des ETM par la voie foliaire demeure encore lacunaire, et

son importance reste sujette a controverse.

- Absorption racinaire

Les cations métalliques extraits du sol par la plante suivent initialement une trajectoire
dans l'apoplasme des cellules racinaires. Par la suite, une portion peut étre transférée
a l'intérieur des cellules (par la voie symplasmique), tandis qu'une autre peut étre
transportée plus loin dans I'apoplasme (par la voie apoplasmique) (voir Figure 1.2), ou

encore se fixer a certains composants des parois cellulaires [44].

Vote apoplasmi que

Poil absorbant

i (epace
mtercelhulaire) Vasseaux du bois ou
xyléme (conducteurs de

1 éprderme

2 : parenchyme
cortical

3 : endoderme avec
bande de Caspary
(rangée de celules vacuole
subénfices)

4 : péricycle

5 . cylindre central ou stéle

plasmodesme

membrane
plasmique

Figure 1.2 : Coupe transversale d’une racine montrant le transport des éléments
traces par voie symbiotique ou apoplasmique [42]

La principale voie d'absorption des métaux s'effectue par simple diffusion a travers
I'apoplasme du cortex racinaire. Les éléments métalliques migrent alors de maniére
plus ou moins passive, suivant les gradients électrochimiques, a travers les parois
cellulaires par les pores du multiréseau pariétal constitué classiguement de
microfibrilles de cellulose, d'hémicelluloses, de pectines et de glycoprotéines

associees (voir Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Schéma représentant les différents constituants des parois cellulaires
végeétales [59]

Le transport apoplasmique demeure possible jusqu'a I'endoderme, qui est représenté
par une rangée de cellules formant le cadre ou la bande de Caspari. La paroi de ces
cellules endodermiques est subérifiée, c'est-a-dire recouverte d'une substance
lipidique imperméable (voir Figure 1.2). A ce stade, pour que les éléments traces
métalliques (ETM) puissent étre dirigés vers les vaisseaux conducteurs de la seve
brute (xyleme) et distribués dans les différentes parties aériennes de la plante, leur
transfert vers les autres organes nécessite un transport actif a l'intérieur des cellules
racinaires.

Cette voie de transport n'est cependant pas a négliger, car elle peut jouer un réle
prépondérant pour certains cations métalliques qui ont du mal a pénétrer a l'intérieur
des cellules ou qui présentent une forte liaison a des composés de la paroi (comme le
plomb, par exemple [60]. Une partie des ions peut étre adsorbée par les charges
négatives des polymeéres pariétaux, notamment les acides polygalacturoniques des
pectines, qui peuvent agir comme des échangeurs d'ions [61, 62].

Selon la voie symplasmique (voir Figure 1.2), les éléments traces métalliques (ETM)
semblent traverser la paroi, puis la membrane plasmique des cellules de I'endoderme,
pour ensuite se déplacer de cellule en cellule par l'intermédiaire des plasmodesmes.
Dans ce contexte, il s'agit d'une absorption effective des éléments traces par la cellule
végétale, nécessitant l'intervention de canaux ou transporteurs membranaires [44].

Cependant, il estimportant de noter que la toxicité induite par une concentration élevée
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d'ETM a l'extérieur de la cellule pourrait perturber la perméabilité sélective des

membranes cellulaires, facilitant ainsi I'entrée des ions a l'intérieur des cellules [63].

- Transport des ETM a travers les membranes biologiques

En raison de leurs charges, les cations métalliques rencontrent des difficultés a
traverser librement les membranes biologiques. Leur transport a I'intérieur des cellules
nécessite l'intervention de canaux ou de transporteurs protéiqgues membranaires.

Deux mécanismes de transport sont représentes [44].

Absorption passive par diffusion a travers des canaux cationiques membranaires

suivant le gradient électrochimique des ions. Cependant, ce mode de transport est
rare et opere seulement lorsque les éléments traces métalliqgues (ETM) sont fortement
concentrés dans le milieu extracellulaire. De plus, ces canaux présentent
généralement une faible spécificité et peuvent transporter des ions indésirables, tels
que le Cd?*, qui pourrait rivaliser avec des cations essentiels comme le Zn?*, Cu?*,
Fe?* ou Ca?* [64, 65, 66].

Absorption active impliquant, par exemple, le fonctionnement d'une pompe a protons,

avec l'excrétion d'ions H* vers l'extérieur de la cellule lors de I'absorption de cations,
maintenant ainsi le gradient électrochimique. Alternativement, il peut s'agir d'une

absorption active a contre-courant du gradient électrochimique, impliquant des

transporteurs permettant simultanément la sélection des ions absorbés.

Ces transporteurs se présentent sous différents types, généralement regroupés en
familles qui semblent étre largement répandues dans le régne végétal. La plupart de
ces transporteurs, identifiés chez les plantes, sont exprimés au niveau des membranes
plasmiques et/ou du tonoplaste (membrane vacuolaire), et sont donc impliqués dans
la régulation de I'hnoméostasie des cations métalliques dans le cytoplasme et/ou dans

leur séquestration vacuolaire (voir Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 : Exemples de transporteurs membranaires d’ETM identifiés chez les
plantes

Type de Exemples
transporteur
Antiport cation/H*™ | Chez Ajaludopsis thaliana, des transporteurs Ca¥*/H* pourraient
également transporter le Cd?* et le Mn?* (Fox et Guerinot, 1998 ;
Hirschi ¢f al., 2000)
CPx-ATPases? Capture des ETM (Zn?*, Cd?*, Pb¥), séquestration vacuolaire
(Gravot ¢t al., 2004 ; Verret ef al., 2004 ; Williams et Mills, 2005) et
translocation vers le xyléme (Colangelo et Guennot, 2006)
Nramp® LeNrampl et I.c.\'rampS - régulation de I'homeostasie du fer chez la
tomate (Williams ¢t al., 2000 ; Bereczky et al,, 2003 ; Clemens, 2006)
CDFd Transport \aulolcure du zinc et du cadmuun (Desbrosses-Fonrouge
£ al., 2005 ; Colangelo et Guerinot, 2006)
ZIp¢ Capture cytoplasmique des ETM (Guerinot, 2000), principalement
exprimees dans les cellules racinaires, comme LeIRT1 et LeIRT2
chez la tomate (Eckhardt ef al., 2001)
ABCt Transport vacuolaire du Cd?* et Zn?* (Theodoulou, 2000 ; Moons
2003)
LCT1s Capture des ions Ca?* et Cd?* chez le blé (Clemens et al., 1998;
Antosiewicz et Hennung, 2004)

(a) : Protémes mimpliquées dans la régulation des concentrations cytosoliques en Ca®*
et Na® et leur transport dans la vacuole (Hirschy, 2001 ; Gaxiola ¢f al., 2002).

(b) : ATPases possedant un motif intermembranaire Cystéine - Proline - x (x =
cysteme, hustidine ou sérme)

(c): Natural resistance-associated macrophage proteins (fanulle de protémes
mmphiquees dans le transport des cations divalents decouvertes mitialement chez les
bacteries, les levures et les amumaux,

(d) : Cation Diffusion Facilitator.

(e) : Zinc-regulated transporter (ZRP), Iron-regulated transporter (IRT)-like Proteins,
transporteurs identifies chez les plantes supéneures (Guerinot, 2000 ; Pence ¢f al,

2000).
(f) : ATP Binding Cassette (famuille vaste et diversifiée de protemes membranaires
retrouvee chez tous les étres vivants (Martinowa of al., 2002).

(g) : Low-affinity Cation Transporter.

1.1.2.2. Translocation et accumulation des ETM dans la plante

- Transport xyléme

Bien que les éléments traces métalliques (ETM) soient généralement prélevés et
transportés par voie apoplasmique dans les tissus périphériques racinaires, la
translocation des ETM vers le xyleme par cette méme voie, suggérée par certains
chercheurs [67, 68, 69], semble peu fréquente. Il est plus couramment admis que le
transport vers le xyleme s'effectue par la voie symplasmique.

En effet, pour atteindre les vaisseaux xylemiens des racines, les ETM doivent d'abord
traverser les parois subérifiées du cadre de Caspari, puis pénétrer dans le cytoplasme
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des cellules endodermiques avant de pouvoir rejoindre le xyleme [70]. Le transport
des ions dans le xyléme est généralement un processus trés régulé, médié par des
protéines de transport membranaires. Bien que la plupart des transporteurs xylemiens
des ETM n'aient pas encore été identifiés, des études récentes réalisées chez
Arabidopsis thaliana ont suggéré que le transporteur de type ATPase HMAA4 jouerait
un réle dans la translocation du zinc [71, 72]. Il a également été proposé que la
translocation du cadmium des racines vers le xyleme utiliserait les mémes
transporteurs que ceux utilisés par le zinc [73].

La séve brute constitue le principal moyen de transport des éléments traces
métalligues (ETM) des racines vers les parties aériennes. Leur ascension dans les
vaisseaux de xyleme résulte a la fois de la poussée radiculaire et de I'appel foliaire
induit par la transpiration [74].

Le déplacement des éléments dans le xyleme de la plante en direction des parties
aériennes peut étre facilité ou non par des agents complexants ou chélateurs,
généralement des ligands organiques de petite taille tels que des acides organiques,
des acides aminés, des peptides, des sucres ou des composés phénoliques [75, 46].
Par exemple, le zinc est généralement transporté sous forme complexée avec des
acides organiques, tandis que le cadmium est transporté sous forme libre [41]. Les
parois du xyleme contiennent également des groupes chargés négativement, capables
de lier les cations métalliques libres présents dans la séve brute, freinant voire

bloquant leur progression [76].

- Transport phloémien

Le transport des éléments traces métalliques (ETM) par la séve élaborée dans le
phloéeme semble étre moins facilité en raison du caractere vivant des cellules qui
composent ce tissu. Cependant, des expériences ont révélé un transport restreint du
cadmium (Cd) et du plomb (Pb) des feuilles vers les racines chez des plantes de feve.
[77]. Le transport phloemien peut également s'opérer des feuilles vers les graines,
comme observé pour le zinc au cours de la maturation du blé [78].

Certains chercheurs suggérent que la nicotianamine (NA), dérivée de la méthionine et
dotée de propriétés de complexation vis-a-vis des ETM (voir Figure 1.4), pourrait agir
en tant que médiateur du transport des métaux essentiels au métabolisme, tels que le
zinc. Ce processus aiderait a prévenir leur précipitation dans la séve alcaline du

phloeme [75, 79, 80].
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Figure 1.4 : Exemple d’agent chélateur : la nicotianamine [77]
A : Formule plane de la molécule de NA, B : Configuration spatiale d’'un complexe formé entre la
nicotianamine et un ion Zn?*

- Accumulation dans les différents organes des plantes

De maniére générale, les racines ont une propension a accumuler les éléments traces
métalliques (ETM), les parties reproductrices (fleurs, fruits, graines) ont tendance a les
exclure, et les parties végétatives (tiges et feuilles) sont considérées comme
intermédiaires. Ainsi, la répartition des teneurs en ETM dans les plantes suit un
gradient d'accumulation : racines > tiges > feuilles > graines et fruits.

Lors de leur prélevement par la plante, les métaux ont tendance a se fixer largement
sur les parois cellulaires, expliquant pourquoi une proportion significative des métaux
prélevés peut se retrouver dans les racines, comme observé pour le plomb, le
cadmium ou le zinc [81, 82].

Cependant, le processus de prélevement et d'accumulation des ETM varie
considérablement en fonction du génotype de la plante et en relation avec la
concentration externe en ETM. Chez certaines especes, la translocation des éléments

traces est plus prononcée que chez d'autres, ce qui peut conduire a une véritable
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accumulation des éléments métalliqgues dans les parties aériennes. Ces plantes sont
alors qualifiées « d'accumulatrices » et présentent des quantités significatives d'ETM
dans leurs tissus, méme lorsque les concentrations externes sont faibles. Certaines
de ces plantes peuvent étre des accumulateurs spécifiques pour un élément donnée,
tandis que d'autres ont tendance a accumuler plusieurs éléments. Par exemple, Arabis
paniculata est capable de stocker le zinc, le cadmium et le plomb [83].

Certaines plantes sont également catégorisées en tant qu'hyperaccumulatrices. Pour
obtenir cette classification en tant qu'hyperaccumulateurs de cadmium (Cd), plomb
(Pb) ou zinc (Zn), ces plantes doivent afficher des concentrations en ETM dans leur
biomasse foliaire égales ou supérieures a celles spécifiées dans le Tableau 2. Ces
plantes sont relativement rares, avec environ 450 especes hyperaccumulatrices
naturelles identifiées a ce jour. En général, elles présentent une production de
biomasse relativement faible, car elles dirigent leur énergie vers des mécanismes de

défense pour faire face aux concentrations élevées d'ETM dans leurs tissus [84, 85].

Tableau 1.2 : Quelques exemples de plantes hyperaccumulatrices pour témoigner des
niveaux seuils d’accumulation des ETM dans les feuilles [86]

ETM Concentration Plantes hyperaccumulatrices
dans les feuilles (mg.g! MS) (références)

Cd 20,1 Thlaspi caerulescens (Assuncao et al., 2003)
Arabidopsis halleri (Weber ef al., 2004)
Solanum nigrum (Wei et al., 2004)

Pb >1 Sesbania drummondii (Sahi ef al., 2002)
Lemma minor (McCutcheon et Schnoor, 2003)
Fagopyrum esculentum (Tamura ef al., 2003)

; Thiaspi caerulescens (Assuncao ef al., 2003)

Zn 210 .-\ml!i’riopsis halleri (\(\'ulw- et al., 2004)

Sedum alfredii (Yang et al., 2004)

Plusieurs théories ont été avancées pour expliquer le phénomene
d'hyperaccumulation chez les plantes, suggérant qu'il pourrait conférer des avantages

sélectifs a ces organismes [87] :

-Colonisation de sites spécifigues : Certains suggéerent que les plantes

hyperaccumulatrices ont évolué pour coloniser des sites avec un profil géochimique
particulier, tels que les sols calaminaires ou serpentiniques [88, 89, 90].
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-Résistance a la sécheresse : Bien que cette hypothése n'ait pas été confirmée pour

toutes les plantes hyperaccumulatrices, certaines études ont suggéré que cette

capacité pourrait étre lieée a une meilleure résistance a la sécheresse [91].

-Elimination des ETM par la chute des feuilles : Certains pensent que les plantes

hyperaccumulatrices pourraient éliminer les éléments toxiques de leur organisme en

laissant tomber des feuilles chargées en éléments [92].

-Hypothese allélopathigue (empoisonnement) : Chez certaines especes pérennes,

I'nypothése est que la chute des feuilles chargées en ETM pourrait conférer un
avantage dans la compétition interspécifique en formant une litiere riche en éléments

traces, inhibant ainsi le développement d'espéces moins tolérantes aux ETM [92].

-Défense contre les herbivores ou pathogenes : Bien que controversée, cette

hypothése suggére que I'hyperaccumulation pourrait servir de mécanisme de défense

contre certains herbivores ou pathogénes [93, 94, 95].

|.2. Phytotoxicité des éléments traces et tolérance des plantes

Certains métaux tels que le zinc sont considérés comme des oligo-éléments essentiels
pour le fonctionnement optimal des organismes végétaux [96]. Le zinc joue un réle
crucial dans la structure de diverses protéines, telles que les protéines a doigts de zinc
et les métallothionéines. De plus, il agit en tant que cofacteur pour de nombreuses
enzymes, notamment les anhydrases, déshydrogénases, peroxydases et
superoxydes dismutases [97, 98]. Par ailleurs, le zinc est impliqué dans des processus
vitaux tels que le métabolisme azoté, la multiplication cellulaire, la photosynthese, la
synthése d'auxine, ainsi que dans le métabolisme des acides nucléiques [97, 98, 99].
Cependant, a des concentrations élevées, les ions Zn?* peuvent entrainer une toxicité
similaire a celle observée pour d'autres métaux tels que le cadmium et le plomb, qui
n‘ont pas de rdle connu dans le métabolisme végétal. Un excés de métal est
généralement interprété par les plantes comme un facteur de stress, induisant des

modifications dans leurs réponses physiologiques [60, 66, 75, 100].
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I.2.1. Phytotoxicité des ETM

1.2.1.1. Conséquences sur la croissance des plantes

Il est largement démontré que les ETM affectent de nombreux processus
morphologiques, physiologiques et biochimigues chez les plantes. La réduction de
croissance est une des réponses les plus fréquentes et la premiére observable lorsque
des plantes sont soumises a un stress. [32, 101, 102] Ce sont les organes qui sont
directement en contact avec les substances toxiques, par conséquent, les racines des
plantes se développant sur des sols contaminés, qui présentent rapidement des
modifications détectables de leurs parameétres de croissance [103].

La croissance est un processus commun a tous les organismes vivants. Au niveau
cellulaire, les composants de la croissance sont la division, I'’élongation cellulaire et la
production de diverses substances cellulaires. L’augmentation de la biomasse ne
résulte donc pas uniqguement de I'augmentation de taille de I'organisme considéré.
Parmi les effets des éléments traces sur la croissance des végétaux, on peut distinguer
ceux intervenant directement sur la production de biomasse et ceux agissant sur
I'allocation de la biomasse, avec des conséquences sur la taille ou la forme des
cellules. La croissance proprement dite est en relation avec les aspects quantitatifs du
développement alors que la différenciation est en relation avec les changements
qualitatifs qui apparaissent au cours de la formation des cellules, des tissus ou des
organes [104] et qui se déterminent, les uns par des mesures de longueur et les autres
par le dénombrement des organes considérés. La réduction de croissance sensu
stricto peut résulter d’une inhibition de la division cellulaire, d’'une diminution de
I'élongation cellulaire ou de ces deux processus simultanés [105]. Le statut hydrique,
et plus particulierement la pression de turgescence, c’est-a-dire la force exercée sur
les parois par I'eau vacuolaire, est considéré comme le principal élément contrdlant le
taux d’élongation cellulaire.

Il est démontré que I'exposition aux ETM peut conduire a une restriction de la nutrition
minérale et a une modification du statut hydrique [106,107], généralement par une
diminution du taux d’hydratation des cellules qui conduit a une diminution de la
turgescence.

Dans ce processus d’inhibition de I'élongation cellulaire, I'impact des ETM sur les

propriétés physiques des parois cellulaires peut également étre mis en cause puisqu'’il
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a déja été démontré que la toxicité des métaux peut induire une inhibition de
I'extensibilité pariétale [107].

Certains auteurs estiment que la fixation des ETM par les molécules de la paroi
pourrait contribuer a la diminution de leur extensibilité [108].

Le contact des plantes avec des éléments traces métalliques (ETM) peut entrainer
diverses conséquences biologiques qui inhibent leur croissance. Ces effets peuvent
inclure la perturbation de l'activité d'enzymes cruciales impliquées dans des processus
physiologiques essentiels au développement, tels que la photosynthese et la
respiration. De plus, I'exposition aux ETM peut induire un stress oxydatif, conduisant
éventuellement a la mort cellulaire [100, 109, 110].

1.2.1.2. Le stress oxydatif

- Nature des espéces réactives de I'oxygéne (ROS)

Les plantes, dans le cadre de leur métabolisme aérobie, utilisent I'oxygéne pour
générer I'énergie nécessaire a leur croissance et a leur développement. Cependant,
la réduction de I'oxygene par les cytochromes de la chaine respiratoire entraine la
production inévitable de radicaux oxygénés. Lorsque cette réduction est incompléte,
elle engendre la formation de molécules hautement réactives dérivées de I'oxygéne,
connues sous le nom de ROS (Reactive Oxygen Species). Ces ROS comprennent des
radicaux libres tels que le radical superoxyde (O%), le radical perhydroxyle (HO?), le
radical hydroxyle (OH), le radical peroxyle (RO?), et le radical alkoxyle (RO-, ainsi que
des formes non radicalaires telles que le peroxyde d'hydrogene (H202). En paralléle,
les chaines de transfert d'électrons au niveau de l'appareil photosynthétique sont
également capables de produire une grande quantité de ROS [111, 112, 113].

- Conditions de production des ROS

Bien que les ROS soient générés dans le cadre du métabolisme normal de la plante,
leur concentration intracellulaire accrue est souvent associée a un état de stress. En
effet, divers stress tels que la sécheresse, la salinité, les chocs thermiques, les
attaques de pathogenes, I'exposition aux UV, les polluants atmosphériques, ainsi que
les éléments traces meétalliques (ETM), sont capables de stimuler une production
augmentée de ROS [22, 114, 115].
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Si la contribution de la mitochondrie a la production de ROS lors de la réponse au
stress est encore mal définie [116], dans la plupart des situations ou les conditions
environnementales sont modifiées, une forte augmentation des ROS est observée au

niveau des chloroplastes et des péroxysomes (Figure 1.5) [114, 117, 118, 119].

Figure 1.5 : Sites de production subcellulaires des formesréactives de I'oxygéne
(ROS) dans une cellule végétale [113].

AOX: oxvdase alternative; APX: ascorbate peroxvdase; cyt : cvtochrome ; PC:
plastocvanine ; Fd : ferrédoxine ; GPX: glutathion peroxvdase ; NAD(P) (*/H) : nicotianamide
adénine dinucléotide (phosphate) (oxydé/réduit); PSI (II) : photosystéme I (II); RuBP:
ribulose 1,5-bisphosphate ; SOD : superoxyde dismutase.

Lors de la réaction a un stress d'origine biotique, la production de radicaux oxygénés
est généralement associée a un complexe NADPH-oxydase lié a la membrane
plasmique [120, 116]. Toutefois, en raison de la diversité des types de stress, divers
mécanismes de production de ROS sont mobilisés, parmi lesquels les amines
oxydases ou les peroxydases jouent probablement un réle significatif [121].

Les especes réactives de I'oxygene agissent comme des agents oxydants puissants
capables de perturber diverses cibles biologiques essentielles. Cela se traduit par des
altérations au niveau des domaines fonctionnels des biomolécules, engendrant des
effets tels que l'inhibition de l'activité enzymatique, la perturbation des processus
meétaboliques végétaux (notamment la photosynthese et la respiration), I'oxydation des

protéines, la détérioration des membranes cellulaires via l'induction de la peroxydation
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lipidique, et la formation de cassures dans I'ADN, potentiellement conduisant a la mort
cellulaire (Figure 1.6) [122, 123].

Espéces réactives de 1'oxygene (ROS)

— .

ADN Lipides Protéines

Oxydation des acides Oxydation des groupements

nucléiques LiPl["Pém"}’daﬁUn sulfhydryls
| | Production ‘ ‘

d’aldéhydes l

Altération des protéines
membranaire Activation / Inhibition

Altération fonctionnelle des récepteurs des systémes enzymatiques

T~ | —

Dommages cellulaires
Inhibition de la croissance
Mort cellulaire

. Perturbation de I'intégrité
Altération des génes

Figure 1.6 : Principaux dommages cellulaires induits par les especes réactives de
I'oxygéne et provoqués sur les lipides, les protéines et ’ADN [120].

Pour ces raisons, bien que les especes réactives de l'oxygene (ROS) soient
généralement considérées comme des molécules phytotoxiques, il est maintenant
reconnu qu'elles jouent un role essentiel dans la régulation des processus cellulaires,
aussi bien pour la survie gue pour la mort cellulaire. Les ROS peuvent agir en tant que
molécules de signalisation cellulaire, déclenchant la mise en place de mécanismes de
défense en réponse a divers stress, gu'ils soient d'origine biotique ou abiotique [114].
De nombreuses études ont démontré le role des ROS dans les cascades de
signalisation responsables de l'induction et de la régulation de géenes de défense tels
qgue les protéines de choc thermiqgue (HSP = Heat Shock Proteins), les enzymes
antioxydantes, ainsi que dans le renforcement des parois cellulaires lors de l'attaque
par un pathogene, par exemple, via des processus de lignification [124].

Le réle direct des ETM dans la formation des ROS peut étre relié a leur capacité a
exister sous différents états d’oxydation. En effet, certains cations (comme le fer, le

cuivre, le manganése ou le plomb) sont capables de céder un ou plusieurs électrons
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susceptibles de réduire 'oxygéne et ses dérivés. Cependant, les métaux qui n’existent
que sous un seul état d’'oxydation, comme le cadmium et le zinc peuvent induire une
accumulation de ROS en perturbant certaines voies métaboliques ou en inactivant des
enzymes du systéme anti-oxydant, contribuant ainsi a I'’épuisement de la réserve

cellulaire de molécules anti-oxydantes [109].

|.2.2. Mécanismes de tolérance

1.2.2.1. Systéme anti-oxydatif

Pour se défendre contre les effets néfastes des especes réactives de I'oxygene (ROS),
les organismes végétaux ont mis en place des mécanismes de défense. Trois activités
enzymatiques essentielles jouent un réle central dans les processus de détoxification
des ROS : les superoxydes dismutases (SOD), les catalases (CAT) et les peroxydases
(POD). Ces enzymes agissent de maniere complémentaire sur la cascade radicalaire
impliguant I'anion superoxyde O et le peroxyde d'hydrogéne, aboutissant ultimement
a la formation d'eau et d'oxygéne moléculaire (Figure 1.7).

L'anion superoxyde, bien que de courte durée de vie (quelques secondes), peut se
diffuser au-dela de son lieu de production pour atteindre diverses cibles. Les
superoxydes dismutases (MnSOD mitochondriale, FeSOD chloroplastique et
Cu/ZnSOD cytoplasmique) interviennent pour éliminer ce radical, catalysant sa
dismutation en peroxyde d'hydrogéne (H2032). Les cofacteurs métalliques (M) associés
aux SOD jouent un role clé dans ce processus par un mécanisme d'oxydo-réduction
cyclique.

En tant qu'enzymes présentes dans la plupart des compartiments cellulaires, les SOD
sont cruciales pour la défense contre le stress oxydatif. Le H202, bien que non un
radical libre, est un intermédiaire réduit toxique qui posséde une durée de vie
relativement longue (quelques minutes). Il peut se diffuser loin de son site de
production en traversant les membranes grace a des canaux aqueux (aguaporines)
en raison de sa similitude chimigue avec H20. La toxicité du H202 est principalement
associée a sa capacité a générer le radical hydroxyle OH, tres délétére pour les
constituants cellulaires, bien que sa durée de vie soit tres courte (de l'ordre de la

microseconde) (voir Figure 1.7).

22



A Radeal Perasydase

perhydioxyle
2 Catalaze
P ]
/ SQ0D Peroxyde I Radicd L
e UTMEDOEE L pdogle -
0, —* 0 —“°—+ HO0, —— HO* ——" H,0
Arion
superoxyde

Eruiliys spiye fapmion supssoxycs of s radical pacty diocps

O, +H* » HO;

F

Thsmugstion

HO,+0, + H* +— H,0,+0,

20, #2H* = -+ HO,+0,

Elrrunabion du psmoyyds dfypdiogdns

Catalase
2H.0, —+ 2H,0+0,

Pamgydase
Perorydase + H,0, *— Composé|+ H,0

Composé|+RH, *—* Composé|i+RH

Compoze |l + RH, <*—* Pernydemse + RH+H,0

Figure 1.7 : Mode d’action des principales activités enzymatiques intervenant dans le

catabolisme des formes réactives de 'oxygéne [125].
A : Schéma général ; B : Principales équations chimiques

La concentration en H202 est régulée par des enzymes telles que les peroxydases
(POD) et les catalases (CAT) pour protéger les cellules des effets nocifs du peroxyde
d'hydrogéne [126]. Les catalases, présentes dans les peroxysomes et le cytosol,
agissent en synergie avec les SOD en catalysant la réduction du peroxyde
d'hydrogene en eau et dioxygéne (voir Figure 1.7). Contrairement aux CAT, les POD
requierent de I'énergie (NAD(P)H) et la présence d'un substrat spécifique (cofacteur)
pour exercer leurs activités, notamment I'ascorbate (Asc) et le glutathion (GSH). Les
peroxydases catalysent I'oxydoréduction entre le peroxyde d'hydrogene et la molécule

réductrice associée a I'enzyme (voir Figure 1.7).
23



Plus précisément, les substrats utilisés par les peroxydases participent au cycle
ascorbate-glutathion [22, 127]. La premiere étape implique la réduction du peroxyde
d'hydrogene en eau, associée a I'oxydation de I'ascorbate en monodéhydroascorbate
(MDA), catalysée par l'ascorbate peroxydase (APX). Pour permettre la poursuite de
cette réaction, l'ascorbate oxydé doit étre réduit a nouveau. Deux voies de
régénération de l'ascorbate coexistent : la réduction directe du MDA par la
monodehydroascorbate réductase (MDHAR) via l'oxydation d'une molécule de
NAD(P)H. Cependant, le MDA est instable et a tendance a se dismuter spontanément
en déhydroascorbate (DHA) et ascorbate. La seconde voie de régénération de
I'ascorbate consiste en la réduction du DHA par la déhydroascorbate réductase
(DHAR), couplée a l'oxydation du GSH. Enfin, le glutathion oxydé est régénéré en
GSH grace a la glutathion réductase (GR) (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : Fonctionnement coordonné de divers anti-oxydants chez les plantes
[128].
APx: ascorbate peroxvdase; Cat: catalase; SOD: superoxyde dismutase; MDHAR:
monodéhvdroascorbate réductase; DHAR: déhydroascorbate réductase; GR: glutathion
réductase ; Asc : ascorbate ; MDA : radical monodéhvdroascorbate ; GSH : glutathion ; GS5G :
glutathion oxydé.

Une autre classe de composés antioxydants non enzymatiques comprend des
molécules telles que les pigments caroténoides, certains acides aminés tels que la
cystéine, I'hydroxyquinone, I'a-tocophérol (vitamine E), et certains flavonoides tels que

les anthocyanines [129, 130]. Lorsque ces systemes de détoxication, qu'ils soient
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enzymatiques ou non enzymatiques, sont dépassés, une accumulation de ROS se
produit dans les cellules. Cette perturbation de I'équilibre entre les ROS et le systéme
antioxydant définit une situation de stress oxydatif pour I'organisme [131]. Pour éviter
ces inconvénients, d'autres mécanismes de stockage ou de détoxication des métaux

accumulés ont été développés et sélectionnés par certains végétaux.

1.2.2.2. Autres mécanismes de tolérance

- Chélation et complexation des ETM

La détoxication des ions métalliques a l'intérieur des cellules repose actuellement sur
la présence de ligands organiques, assurant la complexation de nombreux ions
métalliques et constituant ainsi un aspect fondamental de la résistance aux ETM. Chez
les végétaux, les ligands intracellulaires principaux sont représentés soit par des
peptides chélateurs, soit par des petites molécules amphotéres capables de former
des complexes stables avec les métaux.

Les métallothionéines (MT) sont des protéines caractérisées par leur abondance en
cations métalliques, principalement Cuivre (Cu) et/ou Zinc (Zn), et par leur forte
proportion de résidus cystéines. Elles sont présentes de maniére ubiquitaire chez les
organismes vivants [132]. De nombreuses observations suggerent qu'elles pourraient
jouer un réle dans divers mécanismes de tolérance face a différents ETM [133,134].
Cependant, la synthése de MT ne semble pas étre une réponse spécifique, car ces
protéines s'accumulent également en réponse a d'autres stress, tels que les chocs
thermiques. Ainsi, la présence généralisée des métallothionéines dans le regne vivant
et leur synthese dans diverses situations laissent penser que ces protéines sont
impliquées dans la régulation globale de I'homéostasie cellulaire plutét que dans des
réponses spécifiques aux ETM [135].

Les phytochélatines (PCs) constituent un autre ensemble de chélateurs intracellulaires
exclusivement présents chez les plantes. De nature peptidigue, ces molécules
appartiennent a une famille étroitement liée aux métallothionéines (MT), avec
lesquelles elles partagent des similitudes marquées tant au niveau de leur structure

(riche en cystéine) que de leur fonction (Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Structure d’'une phytochélatine n=2 a11 [119].

Les phytochélatines (PCs) sont produites a partir du glutathion par I'action de la
phytochélatine synthase, et leur synthése est stimulée en présence d'éléments traces
métalliques (ETM) [135, 136, 137]. La formation de complexes entre les PCs et les
meétaux contribue a réduire la phytotoxicité des ions métalliques en diminuant leur
concentration libre dans le cytoplasme [138].

L'argument principal en faveur de l'implication des PCs dans la tolérance aux ETM
provient de leur induction et de leurs accumulations observées dans une variété
étendue de plantes en réponse au cadmium et a d'autres métaux [66, 135, 139]. Des
études telles que celles de Gupta et Goldsbrough [140], ont démontré que les cellules
de tomate sélectionnées pour leur tolérance au cadmium présentaient des niveaux
significativement plus élevés de PCs par rapport aux cellules sensibles.

Les acides organigues constituent un autre ensemble de chélateurs naturels,
regroupant des molécules variées telles que les acides dicarboxyliques (acides
fumarique, malique, oxalique) ou les acides tricarboxyliques (comme l'acide citrique).
Ces molécules sont clairement associées aux phénomeénes d'hyperaccumulation.
[141, 142] Leur synthése est souvent stimulée en présence d'éléments traces
métalliques (ETM). Des observations ont montré de maniére convaincante que, dans
certains cas au moins, les acides organiques pourraient jouer un réle direct dans les
mécanismes de tolérance [133]. En dernier lieu, les acides aminés libres tels que la
proline, I'histidine et la cystéine s'accumulent en réponse a un stress métallique et

pourraient également participer a la chélation de divers métaux lourds [62, 75].
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- La compartimentation vacuolaire

L'une des explications couramment avancées pour expliquer le phénoméne de
tolérance repose sur une compartimentation accrue des éléments traces métalliques
(ETM) sous forme ioniqgue dans la vacuole, facilitée par divers transporteurs
protéigues. Par exemple, chez un écotype tolérant au zinc de Silene vulgaris, un
transporteur tonoplastique appartenant a la famille des protéines G a été identifié. Ce
transport de zinc sous forme ionique vers les vacuoles dépend de la présence de
magneésium et de GTP, permettant ainsi une détoxication plus rapide du zinc par
rapport a I'écotype sensible [143].

Dans les cellules de Rauvolfia serpentina cultivées en suspension, le cadmium (Cd)
réagit avec les phytochélatines pour former des complexes de faible masse
moléculaire. Ces complexes s'agglomerent ensuite par des ponts disulfures, donnant
lieu a des structures de masse moléculaire élevée. Un complexe protéique spécifique
facilite ensuite leur transport vers la vacuole. A l'intérieur de la vacuole, le pH provoque
la dissociation du complexe, et les ions sont capturés par des acides organiques tels

gue le malate, le citrate ou 'oxalate [109].

-Autres systémes de défense au stress métallique

D'autres mécanismes de protection contre les effets nocifs des éléments traces
métalliques (ETM) peuvent étre mentionnés :

Certains transporteurs localisés a la membrane plasmique assurent un efflux actif des
ions métalliques hors des cellules. Bien qu'ils contribuent généralement au contréle de
I'hnoméostasie cellulaire, certains d'entre eux, appartenant aux familles CPx-ATPase et
CDF, semblent jouer un réle clair dans les mécanismes de tolérance aux métaux [62].
Les protéines de choc thermique (HSP), initialement connues pour leur réle lors de
stress thermiques, pourraient également étre impliquées dans la tolérance aux
éléments traces toxiques [62, 144, 145]. En effet, divers stress capables de dénaturer
les protéines peuvent déclencher la réponse de type « choc thermique ». L'induction
des protéines de choc thermique (HSP) permet a la cellule de réparer les dommages
protéiques en favorisant la redissolution des agrégats, la renaturation des
polypeptides, ou, le cas échéant, I'acheminement des protéines dénaturées vers les

voies de dégradation.
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Des études sur des cellules de tomate ont démontré que la présence d'H20:2 induit la
synthése de protéines de choc thermique [146]. De maniere similaire, des quantités
significatives d’HSP7o ont été observées dans les cellules de Lycopersicon peruvianum
exposées a 1 mM de cadmium. Ces HSP7 étaient localisées au niveau du
plasmalemme, de la membrane mitochondriale et du réticulum endoplasmique, sites
ou surviennent de multiples dégats dus au stress oxydant provoqué par les éléments

traces métalliques [147].

ll. PRESENTATION DE LA PLANTE ETUDIEE

11.1. Généralités sur le genre Atriplex

Le genre Atriplex, le plus vaste et diversifié de la famille des Chenopodiaceae, compte
environ 400 especes réparties dans les régions tempérées, sub-tropicales, ainsi que
dans les zones arides et semi-arides du monde. Il trouve une grande diversité en
Australie, ou de nombreuses espéces et sous-especes sont identifiées. Dans le bassin
méditerranéen, le genre Atriplex englobe 48 especes et sous-espéeces [148].

Bien que présent en nombre limité dans les régions polaires, ce genre est
généralement associé aux sols salins, alcalins, ainsi qu'aux environnements arides,
désertiqgues, ou semi-désertiques [149]. Les membres du genre Atriplex sont
principalement des plantes herbacées vivaces, bien que quelques arbres et arbustes
en fassent également partie. Ces plantes halophytes sont pourvues de
caractéristiques écologiques et physiologiques permettant leur croissance et
reproduction dans des environnements riches en sels inorganiques. Elles sont souvent
des composants dominants des marécages salés, et en raison de la prévalence des
sols salins dans les milieux arides, de nombreuses espéces présentent des
adaptations xérophytiques.

La morphologie de la fleur, entourée de deux bractéoles généralement foliacees, est
souvent cruciale pour l'identification des espéces, en fonction de leur forme et de leur
eventuelle soudure. Les espéces d'Atriplex se distinguent par leur forte tolérance a
l'aridité et a la salinité, ainsi que par leur capacité a fournir des fourrages riches en
protéines et en carotene. De plus, elles produisent une biomasse foliaire abondante et
la maintiennent active pendant les périodes défavorables de I'année.

Le genre Atriplex appartient au groupe de plantes capables de fixer le CO2 par

biosynthese C4. Des études ont montré que ces plantes sont caractérisées par une
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grande productivité, une résistance au déficit hydrique, une utilisation efficace de
I'énergie lumineuse, et un métabolisme nécessitant du sodium comme élément
essentiel. La plupart des espéces d'Atriplex sont dioiques, bien que des arbustes

monoiques existent également [149].

[1.2. Description et systématique de I'espéece

Selon Chadefaut et Emberger [150], Atriplex halimus L. est classée comme suit :

Regne Végeétal

Embranchement : Spermaphytes (Phanérogames)

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Apétales

Ordre : Centrospermales

Famille : Amaranthaceae (Chenopodiacae)

Genre : Atriplex

Espéce : A. halimus L. (Noms usuels : Guetaf, Salt bush méditerranéen, Arroche,

Pourpier de mer)

L'Atriplex halimus L., originaire d'Afrique du Nord est trés répandue dans cette région,
se trouve également dans les zones c6tiéres méditerranéennes de I'Europe et dans
les terres intérieures gypso-salines d'Espagne. Cet arbuste, mesurant entre 1 et 3
metres de hauteur, est fortement ramifié, formant des touffes pouvant atteindre un
diamétre de 1 a 3 metres. Les feuilles, alternes et pétiolées, sont charnues, luisantes,
et recouvertes de poils vésiculeux blanchatres appelés trichomes. Elles sont ovales,
assez grandes, mesurant de 2 a 5 cm de longueur et 0,5 a 1 cm de largeur (voir Figure
1.10).
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Figure 1.10 : Aspect général d’Atriplex halimus [151]
A : Arbuste d’Atriplex halimus ; B : Rameau feuillu avec inflorescence et fruit

L'inflorescence, de type monoique, se présente sous la forme d'une panicule d'épis
terminale et nue. Les inflorescences comportent souvent des fleurs males au sommet
et des fleurs femelles a la base. La floraison et la fructification s'étendent de mai a
décembre. La valve fructifére est coriace a la base, et la graine présente une teinte
roussatre [152, 153]. Cette espéce, tres polymorphe, démontre une grande
adaptabilité a divers habitats, probablement due a la diversité des environnements
qu'elle occupe [149]. Le systeme racinaire pivotant de I'Atriplex halimus présente un
développement important pouvant atteindre jusqu'a 10 métres de profondeur [154]
Deux sous-espéces distinctes de I'Atriplex halimus ont été identifiées, différenciées
par leur morphologie (densité de feuillage et longueur des rameaux floriferes) et leur
niche écologique : Atriplex halimus L. subsp. halimus et Atriplex halimus L. subsp.
schweinfurthii Boiss.

De nombreuses populations de cette espece, souvent associées a d'autres especes
halophytes telles que Suaeda sp. et Salsola sp., sont réparties dans les zones salées
d'Algérie, notamment les Chotts Hodna, Skhouna, Melghigh, Zehrez chergui et gherbi
[155]
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Il. 3. Résistance d’A. halimus aux différents stress

Atriplex halimus, endémique des régions méditerranéennes arides et semi-arides,
démontre une résistance remarquable a divers stress environnementaux, hotamment
la salinité [156, 157] la sécheresse [158] et les métaux lourds [159, 160, 161, 162].

11.3.1. Résistance a la sécheresse

A. halimus sont généralement efficaces dans leur utilisation de I'eau et donc adaptée
aux climats secs, elle possede des racines tres longues qui lui permettent I'absorption
de I'eau des horizons profonds (jusqu'a 5 m) [163].

11.3.2. Résistance a la salinité

A. halimus accumule les principaux ions de la salinité dans ses tissus en les stockant
dans les vacuoles [164]. Elle est particulierement bien adaptée aux régions arides

affectées par la salinité [157].

11.3.3. Résistance aux métaux lourds

Dans la culture hydroponique ou dans des boites de Pétri [165, 166.] Cette espece est
capable de tolérer de fortes concentrations de Cd, Cu, Mn, Ni, Pb et Zn. Les
mécanismes de tolérance au Cd peut se traduit par une précipitation de ce métal avec

de l'oxalate dans la tige [159]. Ou son excrétion dans les poils vésiculaires [161].

I1.4. Utilisation des Atriplex en phytorémédiation

Les données relatives a Atriplex halimus sont lacunaires [167], et dans son milieu
naturel, cette espece est confrontée a divers stress [168] Plusieurs recherches
récentes ont mis en lumiere le caractere bénéfique de l'espece, démontrant sa
capacité remarquable a absorber certains cations métalliques tels que le cadmium
(Cd), zinc (Zn), plomb (Pb), [159, 169, 170, 171], fer (Fe), manganése (Mn) et
aluminium (Al) [172, 173]. Certaines especes d'Atriplex accumulent également du
molybdéene (Mo) [173, 174] et du sélénium (Se) en quantités importantes. Dans ce
dernier cas, la plante pourrait méme favoriser la volatilisation du sélénium [169].

Atriplex halimus est utilisé pour la phytoremédiation des terrains contaminés par des
meétaux lourds, bien que la population testée montre une sensibilité particuliére au
cuivre (Cu) [171, 175]. Dans la plupart des cas, les especes du genre Atriplex sont
évaluées en vue de la phytostabilisation plutét que dans le but de la phytoextraction

[176]. La phytoextraction, qui implique [l'utilisation des plantes pour éliminer les
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polluants de I'environnement, a été suggérée comme une alternative prometteuse pour
la décontamination de vastes zones [159]. Des études récentes indiquent que les
halophytes peuvent étre utiles pour la phytoremédiation des sols salés contaminés
[177, 178, 179]. Ceci est particulierement évident dans le cas de I'espéce américaine
Atriplex canescens, qui favorise la stabilisation des éléments tels que le baryum (Ba),
le chrome (Cr) et le nickel (Ni) dans les horizons superficiels du sol [176]. La résistance
aux metaux lourds dans cette espéce peut étre liee a la précipitation du cadmium dans
des cristaux d'oxalate dans les tiges. Il en découle que le saltbush méditerranéen,
capable de produire jusqu'a 5 tonnes de matiere séche par hectare annuellement,
pourrait étre une espéce tres efficace pour la phytoextraction [159].

Diverses études récentes suggérent que les halophytes pourraient étre avantageuses
pour la phytoremédiation des sols salés pollués [177, 178, 179]. La comparaison de la
salinité des sols avant et aprés I'expérimentation a également démontré la capacité
des halophytes a extraire une quantité significative de sel [180]. Chez les especes du
genre Atriplex, il y a une translocation préférentielle des ions Na* vers les parties
aériennes [181], le sel qui pénétre dans la plante est stocké dans des sacs cellulaires
situés sur les surfaces foliaires, qui sont ensuite excrétés par I'éclatement de ces
cellules [182].

Mandak [183], a démontré que certaines especes halophytes facultatives du genre
Atriplex se sont propagées de maniére non contrdolée en Europe le long des axes
routiers ou d'importantes quantités de sels (NaCl, KCI, CaClz) sont utilisées en hiver.
Cependant, quel que soit le procédé appliqué sur le site contaminég, il est essentiel de

déterminer au préalable le potentiel invasif de I'espece utilisée [184].

Ill. Les stimulants biologiques

En raison de la demande croissante en faveur de la durabilité dans l'agriculture, il
devient impératif d'opter pour des engrais naturels ou biologiques afin de remplacer
les engrais synthétiques [185, 186]. L'utilisation d'intrants chimiques dans l'agriculture
est soumise a des réglementations de plus en plus strictes en raison des
préoccupations croissantes du public. Pour résoudre ce probleme, les biostimulants
jouent un réle central dans la durabilité en réduisant la dépendance aux engrais,

notamment aux intrants chimiques non agricoles [187, 188].
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Dans ce contexte, les biostimulants, qui sont des substances naturelles, suscitent un
intérét particulier. lls offrent une approche potentiellement novatrice pour réguler et
modifier les processus physiologiques des plantes, favoriser la croissance, atténuer
les contraintes liées au stress et améliorer les performances [189]. Un biostimulant se
définit comme une substance organique qui, lorsqu'elle est appliquée en petites
quantités, améliore la croissance et le développement des plantes d'une maniére qui
ne peut étre obtenue par l'application de nutriments traditionnels [190], Selon la
définition du jardin, un biostimulant végétal est décrit comme toute substance ou micro-
organisme appligué aux plantes dans le but d'améliorer I'efficacité nutritionnelle, la
tolérance aux stress abiotiques et/ou la qualité de sa teneur en nutriments [191]. Ce
biostimulant améliore la productivité des plantes grace a ses propriétés spécifiques
résultant d'une combinaison complexe de constituants, plutdt que d'étre simplement le
résultat de la présence isolée d'un élément nutritif de base [189].

L'étude innovante menée par Hervé constitue une application conceptuelle pionniére.
Elle suggére que le développement de nouveaux produits "bio-rationnels" devrait
reposer sur une approche systémique intégrant la synthése chimique, la biochimie et
la biotechnologie appliquées aux contraintes physiologiques, agricoles et écologiques
des plantes réelles. De plus, Hervé préconise que ces produits devraient fonctionner
a des doses faibles, étre respectueux de I'environnement et offrir des avantages
reproductibles dans la culture des plantes agricoles [192].

Les techniques employées dans la préparation des biostimulants sont diversifiées,
englobant des processus tels que la culture, l'extraction, la fermentation, la
transformation et la purification, I'hydrolyse, ainsi que le traitement par rupture
cellulaire a haute pression. Souvent, le recours a des extraits plutét qu'a des matieres
premieres brutes est justifié par la nécessité d'un processus de fabrication normalisé
visant a assurer la production d'un produit commercial uniforme [193]. Il est important
de noter que, bien que les biostimulants commerciaux élaborés a partir de sources
similaires soient souvent présentés comme équivalents sur le marché, leurs
compositions peuvent différer significativement, influant ainsi sur leur efficacité [194].
Un exemple illustrant cette diversité réside dans les nombreux extraits commerciaux
d'algues marines, dérives fréequemment de la méme espece, mais rarement
équivalents [195].

Il convient de souligner que de nombreux fabricants de biostimulants gardent

confidentielle leur technologie de production en tant que secret commercial [194].
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Dans l'ensemble, les biostimulants sont généralement considérés comme
biodégradables, non toxiques, non polluants et sans danger pour les organismes

vivants. Cette conclusion peut également étre étendue a leurs dérivés [191, 193, 195]

IV. Les biofertilisants

Les biofertilisants sont définis comme des préparations renfermant des micro-
organismes efficaces, sous forme de cellules vivantes ou latentes, favorisant
I'absorption des éléments minéraux par les plantes cultivées. Cette amélioration
résulte de leurs interactions dans la rhizosphere, que ce soit lors de leur application
sur les semences ou dans le sol [196]. Ces biofertilisants accéléerent des processus
microbiens spécifiques dans le sol, contribuant ainsi & augmenter la disponibilité des
éléments nutritifs dans une forme aisément assimilable par les plantes, comme
I'indique [197].

IV.1. Quelgues types de biofertilisants

IV.1.1. Les engrais d’origine animal

Les engrais d'origine animale se composent spécifiquement de déchets industriels,
notamment des résidus provenant d'abattoirs tels que le sang desséché, les bouses
de vache et les fientes de poules, entre autres. Ces déchets présentent un intérét en
raison de leur apport en azote a décomposition relativement lente, et ils favorisent
également la multiplication rapide de la microflore du sol. Cependant, il est important
de noter que ces engrais ne contribuent que modestement a I'enrichissement du sol
en humus stable. lls sont généralement enfouis dans le sol lors de la préparation du
terrain ou environ trois semaines avant le repiquage, notamment pendant la saison
des pluies [198].

IV.1.2. Le compost

IV.1.2.1. Définition du compostage

Le compostage représente un procédé biologique aérobie visant a recycler la matiere
organique fraiche ainsi que I'énergie présente dans les déchets biodégradables. I
constitue un systéeme de gestion et de valorisation des déchets urbains qui supervise

et accélere le processus de décomposition de la biomasse par des microorganismes
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(et des macroorganismes) décomposeurs. Cette approche est étudiée par des
chercheurs tels que Guet et al. [199], Leandro & Adriana [200], ainsi que Kavita &
Vinod [201].

1IV.1.2.2. Définition du vermicompostage

Le vermicompostage est communément décrit comme le processus de décomposition
des résidus organiques dans un environnement aérobie, exploitant I'activité biologique
optimale des vers de terre et des microorganismes [202]. Dans le cadre du
vermicompostage, la dégradation des déchets organiques se produit grace aux
microbes intestinaux des vers de terre, aboutissant a la formation d'un lombricompost
stable et mature [203, 204] (Figure 1.11).

Figure 1.11: Vermicomposteur a quatre compartiments avec robinet de récupération
[160].

Le Vermicompost stable se présente comme un matériau similaire a I'humus, exhibant
un profil riche en macro et micronutriments, en vitamines, en hormones de croissance,

ainsi gu'en enzymes telles que protéases, amylases, lipase, cellulase et chitinase,
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accompagné d'une microflore immobilisée. Les enzymes persistent dans la
désintégration de la matiere organique méme apres I'éjection par les vers, ce qui peut
ameliorer les propriétés physico-chimiques et microbiennes du sol tout en favorisant
la croissance des plantes [205, 206].

De plus, le Vermicompost stable renferme des acides humiques, des polyphénols et
des flavonoides, contribuant a la gestion efficace du stress oxydatif induit par les
contraintes environnementales [207]. Il peut étre utilisé sous forme de biofertilisant,

gue ce soit sous forme liquide ou solide [208, 209].

V. Formulations

V.1. Propriétés physico-chimiqgues des adjuvants

L'augmentation de la population et la réduction de la disponibilité des terres arables
ont stimulé I'utilisation des produits agrochimiques pour améliorer la productivité, la
protection des cultures et le stockage. Le marché mondial des produits agrochimiques
devrait passer de 134 milliards de dollars en 2010 a 223 milliards de dollars en 2015,
enregistrant un taux de croissance annuel composé (TCAC) élevé de 10,6 % de 2010
a 2015 [210]. La croissance du marché est également stimulée par I'utilisation des
produits agrochimiques dans la production de biocarburants, qui gagnent rapidement
en importance par rapport aux carburants traditionnels a base de pétrole.

Les produits agrochimiques (engrais, fongicides, herbicides et insecticides)
contiennent, en plus des ingrédients actifs, de hombreux autres composés appelés
adjuvants (Figure 1.12).

En un sens général, les adjuvants peuvent étre définis comme "toute substance qui
aide et améliore les performances d'un processus tout en améliorant les
caractéristiques du produit fini". lls peuvent étre intégrés a la formulation lors de la
fabrication ou utilisés séparément pour étre mélangés dans la cuve avec la formulation

juste avant la pulvérisation.
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Figure 1.12 : Fonctionnalité des adjuvants utilisés dans 'industrie agrochimique [225]

Pour comprendre le mode d'action et le comportement de la gamme diversifiée de
produits chimiques adjuvants actuellement disponibles, une compréhension compléte
de leurs caractéristiques physico-chimiques est essentielle. Certains adjuvants
remplissent un certain nombre de fonctions importantes, notamment : conférer une
stabilité a la durée de conservation des formulations agrochimiques ; disperser,
solubiliser, mouiller ou émulsifier les ingrédients actifs ; et lier les granulés.

Le choix de I'adjuvant ou des adjuvants varie en fonction des propriétés de l'ingrédient
actif (herbicide, bactérie ou enzyme) et de son mode d'action (résiduel, par contact ou
systémique), du type de formulation (solution, émulsion ou suspension), de la nature
des barriéres des plantes (trichomes, feuille, tige, racine), ainsi que de la cible prévue
(mauvaise herbe, champignon, insecte). De plus, I'application par pulvérisation de la
formulation agrochimique implique un certain nombre de processus distincts qui se
déroulent de maniere consécutive, et initialement, dans les premiéres secondes ou les
adjuvants jouent leur role.

De nombreuses études ont abordé le réle des adjuvants dans les formulations
agrochimiques [211, 212, 213, 214], ou leur effet sur les types de buses de
pulvérisation [215, 216, 217], ou leurs conséquences sur le dépot foliaire [218] et
I'absorption des pesticides [219] ou des herbicides [220, 221, 222], voire leur effet
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mouillant sur les surfaces foliaires [223, 224]. Cependant, aucune étude n'a abordé en
détail la relation entre les fonctions propres de l'adjuvant seul et ses propriétés

physico-chimiques.

V.2. Classification des adjuvants : Utilité et application

Certaines recherches indiquent que jusqu'a 70 % de I'efficacité d'un pesticide dépend
d'une application par pulvérisation adéquate. Cependant, le maillon faible du
processus de développement des pesticides est I'application réelle par pulvérisation.
Par conséquent, l'utilisation d'adjuvants pour minimiser ou éliminer de nombreux
problemes liés a I'application par pulvérisation contribuera a renforcer I'efficacité du
pesticide [225]. Les adjuvants sont concus pour remplir des fonctions spécifiques,
notamment le tamponnement, la dispersion, I'émulsification, la diffusion, I'adhérence,
la réduction de I'évaporation, la formation de mousse, la dérive de pulvérisation et la
volatilisation (Figure 1.13).

De plus, les adjuvants permettent de franchir les barrieres des plantes (membranes et
poils des feuilles et racines) grace a leur effet mouillant, de rétention et de pénétration
(Figure 1.13). Aucun adjuvant unique ne peut remplir toutes ces fonctions, mais
différents adjuvants compatibles peuvent souvent étre combinés pour accomplir
plusieurs fonctions en méme temps [211].

Les industries agricoles et horticoles sont submergées par les choix d'adjuvants. Avec
autant de produits parmi lesquels choisir, comment prendre une décision éclairée sur
I'adjuvant a utiliser pour une situation particuliere ? Un bon point de départ est de
comprendre les caractéristiques physico-chimiques de ce groupe diversifié de produits
chimiques [212].

Généralement, les adjuvants peuvent étre classés dans quatre familles principales sur

la base de leur composition chimique.
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Figure 1.13 : lllustration schématique du comportement des gouttelettes de

pulvérisation sur la surface des feuilles de plantes
(a) sans adjuvant ; (b) avec adjuvant [216]

V.2.1. Surfactants

Les tensioactifs (facteurs agissant en surface), également appelés agents mouillants
et dispersants, modifient physiquement la tension superficielle d'une gouttelette de
pulvérisation. Pour qu'un pesticide puisse remplir correctement sa fonction sur une
plante, la gouttelette de pulvérisation doit étre capable de mouiller le feuillage et de
s'étaler de maniere uniforme. Les tensioactifs augmentent la zone de couverture du
pesticide, ce qui augmente I'exposition des ravageurs au produit chimique [217].

Les tensioactifs sont particulierement utiles lors de I'application d'un pesticide sur une
plante aux feuilles cireuses ou velues (Figure 1.13). Sans un mouillage et une
dispersion adéquate, les gouttelettes de pulvérisation ont souvent tendance a
s'écouler ou a ne pas bien recouvrir les surfaces. Cependant, une trop grande quantité
de tensioactifs peut entrainer un ruissellement excessif, ce qui peut rendre le pesticide
moins efficace [223].

Les tensioactifs sont classés en fonction de la maniere dont ils s'ionisent, ou se

séparent, en atomes ou molécules chargés électriquement appelés ions.

() Les tensioactifs anioniques : ils ont une charge négative et sont les plus efficaces

lorsqu'ils sont utilisés avec des pesticides de contact.
(ii) Les tensioactifs cationiques : ils ont une charge positive et ne doivent jamais étre
utilisés seuls en tant que tensioactifs car ils sont généralement phytotoxiques (toxiques

pour les plantes).
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(i) Les tensioactifs non ioniques : ils n'ont pas de charge électrique. L'activité
pesticidaire en présence d'un tensioactif non ionique peut étre tout a fait différente de
I'activité en présence d'un tensioactif cationique ou anionique. Les tensioactifs non
ioniques sont souvent utilisés avec des pesticides systémiques et aident les
pulvérisations de pesticides a pénétrer les cuticules des plantes. De plus, les
tensioactifs non ioniques sont compatibles avec la plupart des pesticides et la plupart
des pesticides enregistrés auprés de I'EPA qui nécessitent un tensioactif
recommandent un type non ionique. Gardez a l'esprit que le choix du mauvais
tensioactif peut réduire l'efficacité d'un produit pesticide et augmenter le risque de
dommages aux plantes [213].

Les tensioactifs organo-siliconés sont un groupe plus récent de tensioactifs qui
prennent la place des tensioactifs non ioniques plus traditionnels. lls réduisent la
tension de surface, augmentent la capacité de diffusion et améliorent la résistance a
la pluie (le laps de temps entre I'application d'un pesticide et la pluie). La résistance a
la pluie peut étre améliorée lorsque plus de pesticide est absorbé par la plante (Figure
1.14) [223].
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Figure 1.14: Pourcentage d'absorption foliaire selon la famille des adjuvants [223]

V.2.2. Huiles

Les huiles sont utilisées pour lutter contre les mauvaises herbes graminées. Les trois
types d'adjuvants a base d'huile comprennent les concentrés d'huile de culture et les
concentrés d'huile végétale [225].
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(i) Huile de culture : est généralement composée a 95 a 98 pour cent d'huile de pétrole
a base de paraffine ou de naphta avec 1 a 2 pour cent de tensioactant/émulsifiant. Les
huiles de culture favorisent la pénétration d'une pulvérisation de pesticide soit a travers
la cuticule cireuse d'une plante, soit a travers la carapace dure et chitineuse d'un
insecte. Les huiles de culture traditionnelles sont plus couramment utilisées pour le

contrble des insectes et des maladies et rarement avec des herbicides.

(ii) Concentrés d'huile de culture (COC) : sont composés de 80 a 85 pour cent d'huile
de pétrole émulsifiable et de 15 a 20 pour cent de tensioactif non ionique. Les
concentrés d'huile de culture possedent les propriétés de pénétration de I'huile et les
propriétés de diffusion d'un tensioactif. Les COC sont souvent utilisés avec des

herbicides post-levée.

(iif) Concentrés d'huile végétale (VOC) : sont composés de 80 a 85 pour cent d'huile
de graines d'origine végétale (généralement de coton, de lin, de soja ou de tournesol)

et de 15 a 20 pour cent de tensioactif non ionique.

Pour améliorer leurs performances, de nombreux VOC ont subi un processus appelé
estérification, qui augmente les caractéristiques hydrophobes de I'huile de graines et
donne de l'huile de graines méthylée (MSO). Les MSO fonctionnent de la méme
maniére que les concentrés d'huile de culture traditionnels pour augmenter la

pénétration du pesticide dans la cible visée [213].

V.2.3. Engrais azotés

Une amélioration de l'activité des herbicides a été démontrée en ajoutant du sulfate
d'ammonium ou du nitrate d'ammonium urée au mélange de pulvérisation. Les engrais
azotés peuvent remplacer certains adjuvants, mais ils sont généralement ajoutés en
plus d'un tensioactif et d'un concentré d'huile de culture pour une utilisation avec des
produits pesticide systémiques. De nombreux adjuvants a base d'engrais sont
disponibles sous forme liquide, ce qui facilite le mélange et offre des résultats plus
cohérents [225].
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V.2.4. Utilités

Comme son nom lindique, cette classe d'adjuvants est utilisée pour corriger des
conditions physiques ou chimiques spécifiques qui peuvent affecter la formulation, la
solution de pulvérisation ou l'application du pesticide. Les adjuvants utilitaires peuvent

étre classés en cing groupes :

() Agents de compatibilité : les pesticides sont couramment mélangés avec des
engrais liquides ou d'autres ingrédients. Cependant, certaines combinaisons peuvent
étre physiquement ou chimiquement incompatibles, provoquant des grumeaux et une
distribution inégale dans la cuve de pulvérisation. Parfois, le mélange incompatible
obstruera la pompe et les tuyaux, entrainant des opérations colteuses de nettoyage

et de réparations. L'utilisation d'un agent de compatibilité peut éliminer ces problémes.

(i) Agents de tamponnement et de conditionnement : la plupart des formulations,
solutions ou suspensions sont stables entre un pH de 5,5 et un pH de 7,0 (Iégerement
acide a neutre). Les solutions de pesticides ayant un pH supérieur a 7,0 sont plus
susceptibles de se dégrader ou de se décomposer. Les acidifiants sont des adjuvants
qui abaissent le pH de I'eau dans la cuve de pulvérisation, bien qu'ils ne maintiennent
pas nécessairement un niveau de pH constant. Les tampons ont tendance a stabiliser
le pH a un niveau relativement constant. Les agents de conditionnement ou
d'adoucissement de I'eau réduisent les problemes causés par I'eau dure. Les minéraux
de l'eau dure, en particulier les ions calcium et magnésium, se lient aux ingrédients
actifs de certains pesticides, ce qui peut diminuer l'efficacité du pesticide. Avant
d'utiliser un tampon ou un agent de conditionnement, tenez compte des exigences

spécifiques des ingrédients actifs et testez I'eau pour le pH et la dureté.

(i) Agents anti-mousse : certaines formulations agrochimiques créent de la mousse
ou une téte mousseuse dans certaines cuves de pulvérisation. C'est souvent le résultat
du type de tensioactif utilisé dans la formulation et du type de systeme d'agitation de
la cuve de pulvérisation. La mousse peut généralement étre réduite ou éliminée en

ajoutant une petite quantité d'agent anti-mousse.

(iv) Agents de dépét : ces adjuvants, souvent appelés "adhérents”, augmentent la

capacité des particules solides a adhérer a la surface cible. Ces adjuvants peuvent
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réduire la quantité d'ingrédients actifs qui se lave lors de l'irrigation ou de la pluie. Les
agents de dépdbt peuvent également réduire I'évaporation des ingrédients actifs et
certains peuvent ralentir la dégradation des ingrédients actifs causée par les rayons
ultraviolets. De nombreux agents de dép6t incluent également un agent mouillant pour

créer un produit & usage général qui se répand et adhere a la surface cible.

(v) Agents de contrdle de la dérive et épaississants : la dérive est fonction de la taille
des gouttelettes, de la vitesse du vent et de la hauteur de la rampe de pulvérisation.
Les petites gouttelettes (avec un diamétre de 100 microns ou moins) ont tendance a
dériver loin des zones ciblées. Les retardateurs de dérive ou les aides a la déposition
améliorent le placement sur la cible de la pulvérisation de pesticide en augmentant la
taille moyenne des gouttelettes. La réduction de la dérive est une priorité pres des
sites sensibles, et l'utilisation d'un agent de dérive peut valoir la petite réduction de
l'efficacité de I'application qui peut résulter du changement de taille des gouttelettes.
Les épaississants, comme leur nom l'indique, augmentent la viscosité des mélanges
de pulvérisation. Ces adjuvants sont utilisés pour contréler la dérive ou ralentir
I'évaporation aprés que la pulvérisation a été déposée sur la zone cible. Ralentir
I'évaporation est important lors de l'utilisation de pesticides systémiques car ils ne
peuvent pénétrer la cuticule de la plante que tant qu'ils restent en solution. Une fois
gue l'eau s'est évaporée, tout pesticide non absorbé restera a la surface de la feuille
et ne pourra étre absorbé par la plante que s'il retourne en solution par

réhumidification.

Ces dernieres années, |'utilisation d'adjuvants secs a recu une attention accrue. Ceux-
ci ont tendance a étre basés sur des tensioactifs absorbés sur des supports tels que
la silice, les argiles, les zéolites, ou dans des complexes tels que les clathrates d'urée.
Dans ce dernier cas, la compatibilité physique pour produire un produit dispersible peut
étre un probléme, tout comme l'espace physique disponible dans un produit d'un

volume acceptable [225].
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Il. 1. Objectifs

Un biostimulant est une substance ou microorganisme appliqué sur la plante afin

d’améliorer sa tolérance au stress abiotique et la qualité de culture en plus de sa teneur

en éléments nutritifs.

La présente étude vise l'optimisation des biostimulants d’origine animale (jus de
vermicompost) et végétale (extrait aqueux et méthanolique des feuilles de Moringa
oleifera) par le recours aux formulations et examiner leur effet sur (Figure II. 1).

(i) La germination des graines d’Atriplex halimus

(i) L’amélioration de la résistance face au stress oxydatif

Hypothése 1 : Quel serait 1’effet de I’optimisation des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du vermicompost
sur la germination des graines d’Afriplex halimus?

| Niveau 1 : Optimisation des biostimulants bruts (Formulations 1 et 2) |

| Caractérization des biostimulants bruts et formulés |

| Niveau 2: Effets des biostimulants bruts et formulés sur les paramétres de germination d’Afriplex halimus |

M M M M
Application du vermicompost Application de I’extrait Application de I’extrait Application de I'eau
brut et Formulé aqueux brut, F1 et F2 méthanolique brut, F1 et F2 de ville (Témoin)

1| 1| ] I
Taux de germination totale (TG), Indice de germination totale (GI), Vitesse de germination totale (CV), Taux d’inhibition (TI),
Longueur de la partie souterraine (RL), Longueur de la partie aérienne (SL) & Indice de vigueur (IV)

Hypothése 2 : Quel serait I’effet des biostimulants bruts et formulés sur I’atténuation du stress métallique (As) sar
les plantules d’Afriplex halimus ?

Quantification des métabolites antioxydants ( composés phénoliques totaux, flavonoides totaux, piégeage des radical
DPP, sucres totaux & proline libre) & Quantification de la capacité antioxydante non enzymatique totale (CANATE)

Hypothése 3 : Quel serait 1’effet des biostimulants bruts et formulés sur I’accumulation et la translocation de
I’ Arsenic (As) au niveau des plantules d’ Atripilex halimus ?

Niveau de connaissances des potentialités des biostimulants sur Patténuation du

Figure 1. 1 : Schéma hypothétiques de I'impact de la formulation sur la
stimulation des paramétres de croissance des graines et I'atténuation du stress
métallique au niveau des plantules
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11.2. Présentation du matériel végétal

La semence utilisée dans cette étude est celle de I'Atriplex (Atriplex halimus L.),
collectée au niveau du périmétre irrigué de I'Institut Technique de Développement de
I'Agronomie Saharienne (ITDAS), dans la plaine de I'Otaya (W- Biskra), durant
lautomne 2021. La faculté germinative a été estimée a 94%. Les graines sont
stérilisées par le chlorure de sodium pendant 20 min a 20% (v/v), puis rincées et
trempées dans de I'eau distillée et séchées dans une étuve ventilée. Cette procédure
est nécessaire pour éviter la contamination par les microorganismes pendant la

germination.

11.3. Préparation des biostimulants

- Préparation des extraits de Moringa oleifera

Les feuilles de Moringa oleifera ont été collectées au niveau de la ferme de
démonstration et de production de semences (FDPS) de Hassi-Benabdallah (Ouargla)
durant la saison estivale. La biomasse échantillonnée a été séchée dans une étuve
ventilée a 40°C pendant 24h et réduites en poudre par un broyeur a hélice (Ryobi, Al-
ko).

- Préparation de I'extrait agueux

Selon la méthode d’écrite par Roy [226], 60 g de poudre de Moringa a été mélangée
a 400ml d’eau distillée. Le mélange a été homogénéisé sous agitation magnétique
pendant 72 h a température ambiante. Apreés filtration, le filtrat a été centrifugé a 4000
tr/min pendent 15 minutes. Le surnageant (extrait aqueux) est récupéré puis conservé

a 'obscurité et a basse température dans des flacons de couleur sombre.

- Préparation de I'extrait méthanolique

Une prise d'essai de 30 g de la poudre végétale de Moringa a été mise a macérer
pendant 24 heures a température ambiante, dans un mélange méthanol-eau (80/20 ;
V/V). L'extraction est refaite 3 fois avec renouvellement du solvant. Les macéras sont
réunis et filtrés sur papier filtre. Le solvant est éliminé du filtrat sous vide a 45°C a I'aide
d’'un Rotavapeur (Buchi R-300).
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- Obtention du vermicompost (VLC)

Le vermicompost utilisé dans cette étude a été produit dans le laboratoire de
Biotechnologie des productions végétales de I'Université de Blida 1 (Algérie), par
vermicompostage de déchets alimentaires a I'aide du ver de terre Eisenia foetida et en
suivant les recommandations de Ndegwa et Thompson [227]. Le vermicompost liquide
collecté a précédemment montré qu'il contenait des acides humiques, des
polyphénols, des auxines, des Cytokinines, des phytohormones et des éléments
minéraux dont Na*, K*, Mg*?, Ca*? [228]. Une seule dilution a été utilisée. La dilution
10% a été préparée en ajoutant du VLC a de I'eau de ville (V/10V). Le choix de cette
dilution a été basé sur une étude précédente réalisée dans notre laboratoire [229].

- Préparation des formulations

Notre objectif est I'optimisation d’une formulation avec un effet biostimulant qui protége
les cultures contre le stress hydrique et thermique. La réponse des cultures s’améliore
face a des conditions défavorables, augmentant leur rendement productif. L’étude
envisagée ici porte sur la sécurisation d’'un mélange d’extraits de Moringa et la Glycine
bétaine agit comme un osmoprotecteur, régulant les échanges hydriques des cellules,
améliorant la résistance des plantes face aux conditions de température et d’humidité
qui atteignent des valeurs critiques pour de nombreuses cultures. Le support utilisé
varie selon les formulations proposées (tensioactifs & éléments minéraux). Les
formulations ont été réalisées au niveau du Laboratoire de recherche de
Biotechnologie des Productions Végétales, Université de Blida 1. Leur composition est

comme suite :

Formulation F1 : c’est un mélange original ou la quantité des extraits méthanolique
et aqueux de Moringa oleifera utilisée comme matiére active a été réduite jusqu’'a 24%
et mélangée avec 60% d’'un émulsifiant d’extrait de bétaine et 16% de mouillant, aprés

une agitation active de 6000 rpm pendant 15 min a I'UltraTurrax IKA [DJAZOULI com.
per].

Formulation F2 : C’est une mixture originale ou la quantité des extraits méthanolique
et aqueux de Moringa oleifera utilisée comme matiére active a été réduite jusqu’a 30%
et mélangée avec 30% d’un émulsifiant d’extrait de bétaine, 14% copper sulfate, 6%
Manganése sulfate, 20% Manganése chloride, aprés une agitation active de 6000 rpm

pendant 15 min a I'UltraTurrax IKA [DJAZOULI com. per].
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Formulation F3 : La mixture a été obtenue par I'utilisation du VLC brut a 60% comme
matiere active a laquelle un mélange de 30% de mouillant, Stasaid et Djazouli
[175].10% pénétrant et de tensioactif sont ajoutés, apres une agitation active a
'UltraTurrax IKA [DJAZOULI com. per].

I1.4. Méthodologie de travail

[1.4.1. Optimisation des concentrations
Dans le cadre de notre étude, nous avons appliqué quatre concentrations différentes

(3ml, 2ml, 1,5 ml et 1 ml) de huit biofertilisants (EAM, EMM, EAMF1, EAMF2, EMMF1,
EMMF2, VLC et VLCF) sur les graines d'Atriplex halimus dans le but d'optimiser leurs

concentrations. Ces essais visent a évaluer l'efficacité de chaque concentration sur la
germination des graines en prenant en compte plusieurs parametres de germination.
De plus, nous cherchons a étudier I'impact de la formulation sur un produit brut et la
possibilité d'y recourir pour conserver les principes actifs et réduire les codts de

production.

[1.4.1.1. Estimation de la germination
Chaqgue lot a été soumis a 4 concentrations des extraits brut et formulé. Les graines

du traitement témoin ont été également amorcées avec de l'eau courante
(hydropriming). L'imprégnation a été effectuée dans l'obscurité a 23°C pendant 6h. Les
graines ont, ensuite, été lavées trois fois avec de I'eau désionisée stérile pour éliminer
les résidus de I'extrait aqueux et séchées sous flux d’aire jusqu'a ce qu'elles atteignent
leur niveau d'humidité initial. L’imbibition des graines a été réalisée selon les
concentrations arrétées (D1 : 3ml/L ; D2 : 2 mil/L et D3 : 1,5 ml/L ; D4 : 1ml/L). L’essai

a été conduit en cing répétitions

[1.4.1.2. Dispositif expérimental
Les graines de I'Atriplex ont été décomptées en 5 lots de 500 graines, selon le nombre

de traitements (Figure 11.2)
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Figure II. 2 : Dispositif expérimental des apports des différents biostimulants

[1.4.1.3. Conduite de 'essai
L'expérimentation a été conduite au sein du laboratoire de recherche en

Biotechnologie des Productions Végétales de I'Université de Blida 1, situé a 36° 30'
36,34" N et 2° 52' 26,05" E en Algérie. Pour I'expérience d'amorcage de la germination,
des boites de Pétri de 9 cm de diametre ont été utilisées et placées dans un hortibox
avec une photopériode de 16h/8h, une température de 23°C et une humidité de 80%
(Figure 11.2).

Figure 11.3 : Dispositif expérimental des essais en conditions controlées
a: Hortibox, b :Disposition des graines dans I'Hortibox
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[1.4.1.4. Paramétres étudiés
Le suivi du processus de germination a été réalisé pendant 10 jours. La graine a été

considérée comme germée, lorsque la radicule a percé I'enveloppe. A ce stade,
différents parametres de germination ont été déterminés comme déja cité par Cherif
et al. [230].

-Le pourcentage de germination totale (TG) a été calculé selon la formule

TG (%) Nombre de graines germées 100
= *
0 Nombre de graines semées

-Le pourcentage de taux d'inhibition a été calculé selon la formule :

, Nombre de graines semées
Ti (%) = - — % 100
Nombre de graines germées

- L’index de germination a été calculé selon la formule :
Ni
Gl=2(=
(Ti)’

Avec : Ti = nombre de jours aprés le semis, Ni = le nombre de graines germées le i¢me jour.

-La vitesse de germination a été calculée selon la formule :

CV=N1+N2+....+Nn/ (N1T1 +N2T2+.....NnTn) x100.

Avec : N1 : nombre de graines germées au temps T1, N2 : nombre de graines germées au temps T2,
Nn : nombre de graines germeées au temps Tn.

-La longueur des parties aérienne et racinaire exprimé en (cm2), ont été estimés par
analyse d’image (image analysis software Digimizer ver. 3.0. (MedCalc Software bv,

Ostend, Belgium))

-La longueur des racines et des pousses de chaque plant a été mesurée pour

déterminer l'indice de vigueur selon la formule suivante :

Indice de vigueur (IV) = (longueur moyenne des racines + longueur moyenne des pousses) X
% de germination [231].

[1.4.1.5. Analyses statistigues des données
L’analyse statistique a concerné I'impact des différents traitements (bruts et formulés)

sur les parametres de germination de I’Atriplex. Les analyses de la variance sont faites
sur des moyennes homogénes adoptées sur la base d’'un coefficient de variance

(C.V.<15%). La signification des comparaisons des moyennes a été confirmée par un
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test de comparaison par paire (Test Tukey). Les contributions significatives retenues
sont au seuil d’'une probabilité de 5%, les calculs ont été déroulés par le logiciel PAST
vers. 3.2 [232]. La tendance des paramétres de germination de I'Atriplex par rapport a
leurs réactions aux différentes biostimulants bruts et formulés ont été établie par une
analyse en composante principale (A.C.P.). La projection des variables sur les deux

axes de I'analyse multivariées a été conduite par le logiciel PAST vers. 3.2 [232].

11.4.2. Application du stress métallique

[1.4.2.1. Préparation des plantules
Dans le cadre de notre étude, nous avons entrepris un essai de semis dans des

plagues alvéolées contenant de la tourbe. Chaque alvéole a été ensemencée avec
trois graines d'Atriplex halimus. Un arrosage régulier a 'eau du robinet a été assuré
tout au long de l'expérience, en veillant & répondre aux besoins hydriques des
plantules. Un régime d'arrosage a été instauré tous les trois jours. Ce suivi rigoureux
de l'arrosage a été maintenu pendant une période de deux mois afin de permettre aux
plantes de développer des racines suffisamment robustes en vue du repiquage
ultérieur. L'expérience a été menée dans une serre tunnel, offrant ainsi des conditions

semi-contr6lées pour favoriser la germination et la croissance initiale des plantules.

[1.4.2.2. Repiquage
Les plantules d'Atriplex halimus ont été méticuleusement repiquées dans des

contenants en plastique mesurant 21 cm de longueur sur 13 cm de largeur, remplis
d'un substrat constitué d'un mélange tripartite de tourbe, de terreau et de sable (dans
des proportions égales). Les plantules ont été délicatement transférées dans cet
environnement de croissance nouvellement aménagé. Un arrosage régulier, réalisé a
l'aide d'eau du robinet, a été administré en fonction des besoins spécifiques des

plantes, assurant ainsi un apport hydrique adapté a leur stade de développement.

11.4.2.3. Dispositif expérimental

11.4.2.4. Conduite de 'essai

11.4.2.4.1. Application de la solution d’Arsenic
Aprés 90 jours de repiquage des plantes, une solution métallique a été préparée a

base de poudre de trioxyde d'arsenic (As203) diluée dans de l'eau distillée a une

concentration de 100 y mol/L. la dilution a été effectuées selon les normes dans une
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hotte chimique, une irrigation localisée de 100 ml de solution arsenicale par plant a été

apportée

[1.4.2.4.2. Application des traitements
Une application foliaire des traitements a été réalisée selon les concentrations

optimisées auparavant. 3ml pour les extraits bruts

11.4.2.5. Parametres étudiés

- Extraction et dosage de la proline
La méthode suivie est celle de Troll & Lindsley [233]., simplifiée et mise au point par

Goring et al. [234], qui & partir de matiere végétale fraiche mélangée au méthanol est
chauffée a 85°C pendant 60 min. Aprés refroidissement, on ajoute a I'extrait de I'acide
acétique, de la ninhydrine et un mélange d’eau distillée, d’acide acétique et d’acide
orthophosphorique (0,4 : 1 : 0,26) ; 'ensemble est porté a ébullition pendant 30 min au
bout desquelles la couleur vire au rouge. Apres refroidissement, I'addition du toluéne
induit la séparation de la solution en deux phases : la phase supérieure contenant la
proline est récupérée, a laquelle on ajoute du Na2SOa et on lit la densité optique a 528
nm. Les valeurs obtenues sont converties en teneur de proline a partir de courbe étalon

dont la relation est la suivante : Y=0,1043 X

- Extraction et dosage des flavonoides

Kaundun et al. [235], préconisent apres le broyage du matériel végétal sec une
hydrolyse a I'HCI (2N) dans un bain marie bouillant pendant 40 minutes avec
insufflation d’air toutes les 10 minutes, l'oxygéne permettant I'oxydation des
proanthocyanidine en anthocyanidine correspondantes ; aprés refroidissement de
I'hydrolysat, on extrait dans une ampoule a décanter a deux reprises par I'éther
diéthylique, les aglycones flavoniques.

La phase aqueuse (phase inférieure) de couleur rouge orange selon les échantillons
contient les anthocyanes, nous mesurons son volume total puis nous dosons ces
substances a 540 nm.

L'épiphase éthérée (phase supérieure) récupérée est traitée un peu plus tard. La
phase qui contient les anthocyanes est ensuite reprise au n-butanol, la phase

butanolique (phase supérieure) obtenue est de nouveau concentrée a deux reprises
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par de I'HCI (2N), elle contient les C-glycosyl-flavones. Une fois le volume des C-
glycosyl-flavones mesuré, nous procédons au dosage de ces composeés a 365 nm.

La teneur des C- glycosides, et des anthocyanes sont calculés par la méme formule

T(mg/g):n.E.M.\/.g
& P

En utilisant les constantes suivantes pour les anthocyanes :

DO : densité optique a 540 nm

n: facteur correctif qui tient compte du rendement de transformation des proanthocyanes
en anthocyanes et qui égal a 6

€: coefficient d’absorption molaire égal a 34 700

M: masse molaire de la Procyanidine égale a 306 g

V: volume de la phase aqueuse mesuré apres hydrolyse

d : facteur de dilution

P: poids sec du matériel végétal égal 2 0.5 g

T: teneur absolue des anthocyanes en mg/ g de matiére végétale séche.

Et les constantes ci-aprés pour les C- glycosides

DO : densité optique a la longueur d’'onde égale a 365 nm

¢: coefficient d’absorption molaire égal a 18 850

M : masse molaire d’'un C-glycoside égal a 448 g

V : volume de la phase butanolique mesurée aprés concentration a I'HCI (2N)
d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal égal a 0.5 g

T : teneur absolue exprimée en mg / g de matiére végétale séche.

- Extraction et dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode décrite par Shao & Bao
[236]. 0,5-1 g. de graines a été extrait avec 10mL d’éthanol 80% puis a été centrifugé
a 10,000 tours/min pendant 20min. Le surnageant a été récupéré et laissé évaporer
pendant 20 min a température ambiante. Les résidus ont été récupérés dans de 'eau
distillée. 0,5 mL de ce dernier a été additionnée a 2,5 mL de Folin Ciocalteu 1N et a 2
ml de Na2CO37,5%. Aprés agitation, le mélange a été gardé a 'ombre pendant 30 min
a température ambiante. L’absorbance a été effectuée a 760 nm. L'acide gallique a
été utilisé comme standard pour la courbe d'étalonnage. La teneur en composés
phénoliques est exprimée en équivalent d’acide gallique en utilisant équation linéaire
de la courbe d’étalonnage : Y=0,0019X + 0,0306, R?=0,9986, ou Y est |'absorbance et

X est la concentration en acide gallique équivalents (g/mL).
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- Extraction et dosage des sucres totaux

Les sucres solubles totaux sont dosés par la méthode de Dubois et al. [137]. La
matiére végétale est mise en contact avec de I'éthanol a 80% durant 48 heures a une
température ambiante. Le dispositif est mis a I'étuve a 80°C afin d’évaporer I'alcool,
puis on ajoute 20 ml d’eau distillée au résidu. Une fraction de 2 ml de la solution
obtenue est additionnée au phénol a 5%, l'acide sulfurique concentré 96%, puis
homogénéisé au vortex, aprés 10 min. On les place au bain- marie a une température
de 30°C, pendant 20 min; la lecture de la densité optique se fera a 485 nm au bout de
10mn. Les valeurs obtenues sont reportées sur la gamme étalon, a I'aide de I'équation
suivant : Y=4,3918 X — 0,1946

- Extraction et dosage de la capacité anti-oxydante non enzymatique totale
(CANATE)
Selon Les et al. [238], la capacité anti-oxydante non enzymatique totale (CANATE)

d extrait de feuilles correspond a la dose d'antioxydants naturels capables de protéger
contre les dommages oxydatifs. Ces antioxydants non enzymatiques peuvent en
agissant directement sur les molécules pro-oxydantes ou indirectement en chélatant
les métaux de transition, agissant comme piégeurs de radicaux libres. La CANET est
exprimée en mg équivalant d acide ascorbique par g de MVF. A cet effet, une courbe
d étalonnage d'acide ascorbique a 300 pg.ml?! est tracée. La conversion des D.O en
concentration (ug/mL) a été réalisée a partir de I'équation : (D.0=0,0037X avec
R?=0,978).

- Estimation de la teneur en eau relative

/////

feuilles. Le poids frais (FW) a été mesuré a I'excision. Le poids sec (DW) a été évalué
aprés 48 h a 80°C. Le RWC a été calculé selon I'équation suivante :
RWC (%) = [(FW-DW) / (FW)] x 100.

11.4.3. Calcul du parameétre de translocation et d’accumulation

11.4.3.1. Récupération des échantillons (tiges, racines, sol)

Des échantillons de sol (0-10 cm de profondeur) ont été prélevés au niveau de chaque

bloc expérimental, ce qui donne 28 points d'échantillonnage. Les échantillons ont été
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séchés a 60°C pendant 48 h, tamisés a 2 mm et broyés pour passer un tamis de 250-
Mm.

L'accumulation de métaux dans les tissus végétaux a été évaluée a partir des plants
traités et stressés. Les échantillons ont été soigneusement lavés a I'eau du robinet et
rincés trois fois a I'eau distillée. Les échantillons Les échantillons ont ensuite été
séparés en feuilles, tiges et racines, séchés a 40°C jusqu'a obtention d'un poids

constant et broyés jusqu'a ce qu'ils passent un tamis de 2 mm.

11.4.3.2. Quantification de I'arsenic

11.4.3.2.1. Préparation des échantillons

11.4.3.2.2. Digestion des échantillons

Les échantillons de pousses et de racines séchées au four ont été réduits en poudre
de 1 mm de diametre, puis soigneusement mélangés et placés dans des flacons de
digestion. Par la suite, 5 ml d'acide nitrigue concentré ont été ajoutés a chaque flacon,
qui a été ensuite recouvert et laissé reposer toute une nuit a température ambiante.
Les flacons ont été chauffés sur une plague chauffante a 125°C pendant 1 heure.
Apres refroidissement, 1 a 2 ml de peroxyde d'hydrogene a 30% ont été ajoutés dans
chaque flacon et digérés a la méme température. Le chauffage et I'addition de
peroxyde d'hydrogene ont été répétés jusqu'a ce que le produit de digestion devienne
clair. Aprés refroidissement, le digestat a été filtré et le volume requis de I'échantillon
a été préparé en ajoutant de I'eau distillée. Une solution mere standard a été obtenue
aupres de Sigma Chemicals. Une solution de sous-stock de concentration de 100 mg/L
a été préparée dans de I'eau bidistillée, puis diluée avec du HCI 1M a la concentration
souhaitée pour I'étalonnage avant utilisation [240].

11.4.3.2.3. Lecture SAA

Le spectrophotomeétre d'absorption atomique générateur d’hydrure (SAA -GH) a été

calibré selon les instructions manuelles avec 6 M HCI dans le canal acide et 0,6 % de
borohydrure de sodium dans 0,5 % NaOH dans le canal acide, réduisant la plage de
travail de 0 a 50 ug/L selon les normes. La teneur en As a été déterminée a l'aide d'un
SAA-HG [241]
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11.4.3.3. Parameétres mesurés

11.4.3.3.1. Détermination du facteur de translocation

* Le facteur de translocation (FT) a été calculé en utilisant la formule décrite par

Padmavathiamma & Li [242] qui est la suivante :

FT=Cpousses/Cracinest

Ou Cpousses : est la concentration du métal dans les pousses et Cracines : est la concentration du
métal dans les racines

11.4.3.3.2. Détermination du facteur d’accumulation

* Le facteur de bioconcentration (FB) a été calculé comme décrit par Mertens et al.
[243] et Liang et al. [244].

FB = C tissues récoltés / C sol

Ou C tissues récoltés : est la concentration du métal en question dans les pousses et C sol : est la
concentration du méme métal dans le sol (substrat)

11.4.4. Analyses statistigues des données

La distribution des échantillons selon la loi Normale ainsi que leur homogénéité sont
vérifiés selon le test Levene’s. Les résultats ont fait 'objet d’'une analyse de la variance
a un facteur (ANOVA) afin de déterminer I'effet des différents traitements aux extraits
de Moringa sur les paramétres de croissance et biochimiques des graines et des plants
de I'Atriplex halimus. Lorsque I'analyse ANOVA est significative a un seuil de p < 0,05,
les différences entre les moyennes des groupes sont scorées selon le test Student
Newman Keuls (SNK). Les données sont présentées sous forme de moyennes
arithmétigue accompagnées par les valeurs du coefficient de variation C.V. et sont
analysées avec les logiciels SYSTAT vers 12. La tendance de linfluence de la
fluctuation des parametres de croissance et biochimigues des graines et des plants de
I'Atriplex halimus sous I'effet des caractéristiques des extraits de Moringa olefera bruts
et formulés ont été établies par une analyse en composante principale (A.C.P.). La
projection des variables sur les deux axes de I'analyse multivariée a été conduite par
le logiciel (PAST vers. 3.2) [232] .
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CHAPITRE Ill : RESULTATS

I11.1. Effet des biostimulants sur les parameétres de germination

I11.1.1. Evaluation de l'effet des différentes concentrations sur les paramétres de

germination
Afin de tester [lefficacité des différents biostimulants sous des conditions

expérimentales, nous avons testé plusieurs concentrations dans I'esprit de déterminer
la dose la plus pertinente pour chaque traitement sur la germination des graines

d’Atriplex halimus.

Sous l'effet du biostimulant & base de I'extrait aqueux des feuilles de Moringa oleifera
(EAM), les histogrammes des différents paramétres étudiés, montrent la présence
d’une différence significative (test GLM p< 0,001). Pour'ensemble des paramétres les
meilleures valeurs sont affichées sous I'effet de la dose 1 (D1=3ml) (Test Tukey, 2 a 3
groupes homogeénes) avec les valeurs suivantes : le taux de germination (TG=90%),
I'indice de germination (IG=245,25), la vitesse de germination (CV=136,70), le taux
d’inhibition (T1=10,00), et I'indice de vigueur (IV=407,95). Cependant, la longueur de
la partie racinaire (RL), la longueur de la partie aérienne (SL) n’affichent aucune

différence significative sous I'effet doses (test GLM p>5%) (Figure 1l11.1).

Les résultats de I'application de I'extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera
(EMM), sur les différents paramétres de germination, montrent la présence d’'une
différence significative (test GLM p< 0,001 et p<5%). Pour lI'ensemble des
parametres les meilleures valeurs sont affichées sous I'effet de la dose 1 (D1=3ml)
(Test Tukey, 2 groupes homogenes) avec les valeurs suivantes: le taux de
germination (TG=81,25%), I'indice de germination (1G=251,87), le taux d’inhibition
(T1=18,75), la longueur de la partie racinaire (RL=1,83cm) et I'indice de vigueur
(Iv=357,98). Cependant, la longueur de la partie aérienne (SL), la vitesse de
germination (CV), n’affichent aucune différence significative sous I'effet doses (test
GLM p>5%) (Figure 111.2).

La formulation type 1 de l'extrait aqueux des feuilles de Moringa oleifera (EAMF1),

montre a travers les histogrammes des différents parametres étudiés, la présence
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d'une différence significative (test GLM p<0,01 et p<5%). Pour I'ensemble des
parametres les meilleures valeurs sont affichées sous I'effet de la dose 4 (D4=1ml)
(Test Tukey, 2 groupes homogéenes) avec les valeurs suivantes : lindice de
germination (1G=193,94), la vitesse de germination (CV=96,60), et I'indice de vigueur
(IVv=270,57). Cependant, le taux de germination (TG), le taux d’inhibition (TI), la
longueur de la partie racinaire (RL), la longueur de la partie aérienne (SL) n’affichent

aucune différence significative sous I'effet doses (test GLM p>5%) (Figure 111.3).

La formulation type 2 de l'extrait aqueux des feuilles de Moringa oleifera (EAMF2),
montre a travers les histogrammes des différents paramétres étudiés, la présence
d'une différence significative (test GLM p<0,001 et p<5%). Pour I'ensemble des
parametres les meilleures valeurs sont affichées sous l'effet de la dose 4 (D4=1ml)
(Test Tukey, 2 groupes homogénes) avec les valeurs suivantes : lindice de
germination (1G=129,14), la vitesse de germination (CV=85,37), le taux d’inhibition
(T1=40,62), la longueur de la partie racinaire (RL=1,52), la longueur de la partie
aérienne (SL=2,50) et l'indice de vigueur (IV=218,43). Cependant, le taux de
germination (TG), n’affichent aucune différence significative sous I'effet doses (test
GLM p>5%) (Figure 1l1.4).

La formulation type 1 de l'extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera
(EMMF1), montre a travers les histogrammes des différents parametres étudiés, la
présence d’une différence significative (test GLM p<0,001 et p<5%). Pour 'ensemble
des parametres les meilleures valeurs sont affichées sous I'effet de la dose 4 (D4=1ml)
(Test Tukey, 2 groupes homogénes) avec les valeurs suivantes : lindice de
germination (IG=199,56), la vitesse de germination (CV=92,46), le taux d’inhibition
(T1=28,75), la longueur de la partie racinaire (RL=1, 25), la longueur de la partie
aérienne (SL=2,91) et lindice de vigueur (IV=286,55). Cependant, le taux de
germination (TG), n’affichent aucune différence significative sous I'effet doses (test
GLM p>5%) (Figure 111.5).

La formulation type 2 de l'extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera
(EMMF2), montre a travers les histogrammes des différents parametres étudiés, la
présence d’'une différence significative (test GLM p<0,001, p<0,01 et p<5%). Pour
'ensemble des parametres les meilleures valeurs sont affichées sous I'effet de la dose

4 (D4=1ml) (Test Tukey, 2 a 3 groupes homogénes) avec les valeurs suivantes : le
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taux de germination (TG=71,25), l'indice de germination (1G=144,28), la vitesse de
germination (CV=121,01), le taux d’inhibition (TI1=28,75), la longueur de la partie
racinaire (RL=1,62), la longueur de la partie aérienne (SL=2,47) et I'indice de vigueur
(IV=268,96) (Figure 111.6).

Sous l'effet du biostimulant a base du jus de vermicompost (VLC), les histogrammes
des différents parametres étudiés, montrent la présence d’une différence significative
(test GLM p< 0,001 et p<5%). Pour 'ensemble des parameétres les meilleures valeurs
sont affichées sous l'effet de la dose 1 (D4=1ml) (Test Tukey, 2 a 3 groupes
homogenes) avec les valeurs suivantes : le taux de germination (TG=58,12%), l'indice
de germination (1G=108,98), la vitesse de germination (CV=77,04), le taux d’inhibition
(T1=41,88), et l'indice de vigueur (IV=275,13). Cependant, la longueur de la partie
racinaire (RL), la longueur de la partie aérienne (SL) n’affichent aucune différence

significative sous I'effet doses (test GLM p>5%) (Figure I11.7).

La formulation a base du jus de vermicompost (VLCF), montre a travers les
histogrammes des différents parametres étudiés, la présence d’une différence
significative (test GLM p<0,01 et p<5%). Pour l'ensemble des paramétres les
meilleures valeurs sont affichées sous I'effet de la dose 4 (D4=1ml) (Test Tukey, 2
groupes homogénes) avec les valeurs suivantes: la vitesse de germination
(CV=64,10), la longueur de la partie racinaire (RL=0, 88), la longueur de la partie
aérienne (SL=1,97) et lindice de vigueur (IV=143,60). Cependant, le taux de
germination (TG), lindice de germination (1G), le taux d’inhibition (TI), n’affichent

aucune différence significative sous I'effet doses (test GLM p>5%) (Figure 111.8).

Holistiquement, les histogrammes des différents paramétres étudiés, montrent que les
meilleurs valeurs du taux de germination TG, de lindice de germination IG, de la
vitesse de germination CV, du taux d’inhibition Tl, de la longueur de la partie racinaire
RL, de la longueur de la partie aérienne SL et de l'indice de vigueur 1V, sont affichées
sous l'effet des fortes concentrations D1 (3ml) pour les traitements brut: extrait aqueux
EAM et I'extrait méthanolique EMM de feuilles de Moringa oleifera (Figure 111.1 et 2).
En revanche, les traitements formulés ; EAMF1, EAMF2, EMMF1, EMMF2, VLCF et
de jus de lombricompost brut VLCB ont enregistré les meilleurs résultats sous I'effet
des faibles concentrations D4 (1ml) (Figure lll. 3, 4, 5, 6, 7 et 8).
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111.1.2. Etude comparée et tendance de I'effet des biostimulants sur les paramétres de
germination

Une analyse type G.L.M a été utilisée pour chaque facteur étudié. Les résultats sont
consignés dans le tableau Ill.1. A partir des résultats obtenus, nous remarquons que
les biostimulants bruts et formulés enregistrent un effet tres significatif sur les

paramétres de germination de I'Atriplex.

Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne I'absence de différence
significative entre les extrait aqueux EAM et 'extrait méthanolique EMM en termes

d’effets sur le les paramétres de germination (groupe homogéne a).

Tableau Ill.1 : Moyennes arithmétique (+ coefficient de variation en %) des parametres
de germination

TG IG CV TI IV

EAM 90,03a 24525a  136,69a  10,01d 407,95 a
(0,082)  (0,072) (0,083) (0,004) (0,029)

EMM 81,25a 25187a 11219a  18,75d 357,98 a
(0,063)  (0,006) (0,094) (0,072) (0,035)

VLCB 5812c  108,98d  77,03¢ 41,87 a 275,12 b
(0,046)  (0,009) (0,082) (0,011) (0,022)

VLCE3 56,25c  14625c  64,10d 43,75 a 143,59 d
(0,061)  (0,035) (0,071) (0,055) (0,094)

EAMEL 725b  19393b  96,59b 275 ¢ 270,57 b
(0,002)  (0,003) (0,001) (0,021) (0,025)

EAME2 59,37c  129,14c  8537b 40,62 b 218,43 C
(0,011)  (0,010) (0,009) (0,007) (0,016)

EMMEL 68,75b  19956b 92,46 b 38,75 b 286,55 b
(0,005)  (0,018) (0,010) (0,026) (0,004)

EMME2 7125b  14428c  1210la  28,75c 268,95 b
(0,023)  (0,041) (0,007) (0,114) (0,050)
F 15,15 10,31 229,1 11,76 19,45

D 0,035 0,017*  1,44x10°12%*  0,023* 0,004**

TG : Taux de germination, IG : Index de germination, CV : Vitesse de croissance, Tl : Taux
d’inhibition, IV : Indice de vigueur, EAM : Extrait aqueux Moringa, EMM : Extrait méthanolique
Moringa, VLCB : Vermicompost brut, VLCF3 : Vermicompost formulation 3 EAMFL1 : Extrait aqueux
Moringa formulation 1, EAMF2 : Extrait aqueux Moringa formulation 2,EMMF1 : Extrait méthanolique
Moringa formulation 1, EMMF2 : Extrait méthanolique Moringa formulation 2, * : Significative & 5%,
** . Significative a 1%, *** : Significative a 0,01%, a, b, c, d : Test Post-Hoc de Tukey

Le méme test, nous informe que la formulation F1 appliquées aux extraits aqueux et
méthanolique (24% extraits + 60% extrait de Bétaine + 16% mouillant), a exprimé les

valeurs les plus importantes concernant TG, IG, CV et IV par comparaison aux autres
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formulations, elle est affiliée au groupe homogéne b. En revanche, la formulation F2
appliquées aux extraits aqueux et méthanolique (30% extraits + 30% extrait de Bétaine
+ 40% éléments minéraux), a montré qu’avec le maintien de la réduction du principe

actif, les parameétres de germination s’expriment avec des valeurs assez importantes.

Le test Post-Hoc de Tukey, indique que la formulation F2 s’adapte mieux a I'extrait
méthanolique qu’a I'extrait aqueux. La formulation F3 (60% VLC brut + 30% mouillant
+ 10% pénétrant & tension actif) s’aligne avec un degré moindre avec la formulation

F2 a base des extraits (Tableau Il1.1).

L’analyse des Clusters réalisée sur tous les paramétres de germinations sous I'effet
de l'ensemble des traitements brut et formulés montre que les paramétres de
germination de I'Atriplex varient en fonction des biostimulants dans leurs forme brut ou
formulé (Fig. 111.9). Les axes Dim 1 et Dim 2 expliquent 45% de la variabilité totale entre
les paramétres mesurés. Sur la base d’une similarité de -150, les résultats de la figure
9, mettent en évidence la présence de différence entre le Cluster 1 et le Cluster 2. A
ce stade, nous choisissons d’analyser plus précisément ce qui se passe au sein de

chaque Cluster.

L’examen du Clusters 1, nous a permis de constater que les extraits aqueux et
méthanoligue de Moringa formulé F1, qui son sont caractérisés par une faible
concentration en principe actif s’alignent en termes d’effet avec les extraits aqueux et
méthanolique de Moringa caractérisés par une forte concentration du principe actif.
Les biostimulants appartenant au Cluster 1 désignent les valeurs de germination les
plus importantes. Parallélement, le Cluster 2, renfermant principalement les extraits
agueux et méthanoligue de Moringa formulé F2 et le biostimulant a base de
vermicompost sous ses concentrations les plus diverses, faible et forte ont été

susceptible d’exprimer les valeurs de germination intermédiaires (Fig. 111.9).
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Figure 1.9 : Dendrogramme des parameétres de germination de I'Atriplex sous I'effet
de différentes formulations des extraits aqueux et méthanolique de Moringa
EAM : Extrait aqueux Moringa, EMM : Extrait méthanoliqgue Moringa, VLCB : Vermicompost brut,
VLCF3 : Vermicompost formulation 3 EAMFL1 : Extrait aqueux Moringa formulation 1, EAMF2 : Extrait
aqueux Moringa formulation 2, EMMF1 : Extrait méthanoligue Moringa formulation 1, EMMF2 : Extrait
méthanoliqgue Moringa formulation 2
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111.1.3. Tendance de I'effet des biostimulants sur les paramétres de germination

Cette partie de résultats traitent la variation des parametres de germination d’Atriplex

halimus sur la base des clusters arrétés par le dendrogramme de la figure 111.9.

Les tendances des parametres (TI, TG, CV, IV et IG) ont été traitées par une analyse
en composantes principales (A.C.P.). Le pourcentage de contribution des deux axes

1 et 2 exprime une valeur supérieure a 80% (99,25%) pour le cluster 1 (Figure 111.10)

La projection des valeurs des parameétres sur le premier axe 1 (92,77 %), montre que
l'apport des biofertilisants a savoir : VLC, EMMF2, EAMF2, VLCF révélent une
corrélation positive sur l'indice de vigueur (IV) et I'indice de germination (IG). Cette
derniere est exprimée par le coefficient de corrélation de Spearman et affichent les
valeurs suivantes : VLCF(r=0,4678), EAMF2(r=0,5185), EMMF2(r=0,5109),
VLC(r=0,5013) (Figure 111.10)
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Figure 111.10: Projection des paramétres de germination sous I'effet des biostimulants

du cluster 1
VLC : Vermicompost brut, VLCF : Vermicompost formulation 3, EAMF2 : Extrait aqueux Moringa
formulation 2, EMMF2 : Extrait méthanoliqgue Moringa formulation 2
TG : Taux de germination, CV : Vitesse de croissance, Tl : Taux d’inhibition, I1G : Index de
germination, IV : Indice de vigueur,
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Dans I'esprit de visualiser I'effet positif des biostimulants VLC, EMMF2, EAMF2etVLCF
sur lindice de germination (IG) et lindice de vigueur nous avons procédé a la
comparaison deux a deux des profils temporels de I'indice de germination (IG) et celle
de I'indice de vigueur (1V).

La comparaison par paire réalisée par le test de Wilcoxon et renforcée par le test de
Monte Carlo, montre que le profil temporel de l'indice de germination a une différence
significative (p<0,1%) sous l'effet des traitements (VLC & EAMF>) et (VLC & EMMF2)
(Test de Wilcoxon=3,33x103 et 3,33x1073. Test de Monte Carlo : 8,2x10* et 8,5x10%)
respectivement. L’effet sur l'indice de germination est en faveur du EMMF2, EAMF2
par comparaison au VLC avec des moyennes respectives (81,96 ; 68,84 ; 49,57)
(Figure 111.11). Cependant aucune différence significative n’a été signalée entre les
traitements : EAMF2 & EMMF2, VLC & VLCEF (Figure 111.11).
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Figure 1. 11: Evolution temporelle de I'indice de germination sous I'effet des

biostimulants du cluster 1

VLC : Vermicompost brut, VLCF : Vermicompost formulation 3, EAMF2 : Extrait aqueux Moringa
formulation 2, EMMF2 : Extrait méthanoliqgue Moringa formulation 2

L’application de la comparaison par paire a I'indice de vigueur (IV) a travers le test de
Wilcoxon montre que les traitements VLC, EMMF2, EAMF2, VLCF, influencent

significativement ce parametre (p=0,045) (Figure I11.12). L’histogramme montre que
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les meilleures valeurs de l'indice de vigueur sont obtenues sous I'effet du VLC, EMMF2,
EAMF2, (139,77 ; 268,96 ; 218,43) suivis par le VLCF (139,77) (Figure 111.12)
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Figure Ill. 12: Variation de l'indice de vigueur sous I'effet des biostimulants du cluster 1
VLC : Vermicompost brut, VLCF : Vermicompost formulation 3, EAMF2 : Extrait aqueux Moringa
formulation 2, EMMF2 : Extrait méthanolique Moringa formulation 2

Cette partie de résultats traitent la variation des paramétres de germination d’Atriplex

halimus sur la base des clusters arrétés par le dendrogramme de la figure 111.9.

Les tendances des parametres (TI, TG, CV, IV et IG) ont été traitées par une analyse
en composantes principales (A.C.P.). Le pourcentage de contribution des deux axes

1 et 2 exprime une valeur supérieure a 80% (99,92%) pour le cluster 2 (Figure 111.13)

La projection des valeurs des parameétres sur le premier axe 1 (99,62 %), montre que
'apport des biostimulants a savoir : EAM, EAMF1, EMM, EMMFi, révélent une
corrélation positive sur I'indice de vigueur (IV) et I'indice de germination (IG). Cette
derniere est exprimée par le coefficient de corrélation de Spearman et affichent les
valeurs suivantes : EAM (r=0,4988), EAMF1 (r=0,5007), EMM (r=0,5006), EMMF1

(r=0,4988) (Figure 111.13)
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Figure 1ll. 13: Projection des paramétres de germination sous I'effet des

biostimulants du cluster 2
EAM : Extrait aqueux Moringa, EMM : Extrait méthanolique Moringa, EAMF1 : Extrait aqueux Moringa

formulation 1, EMMF1 : Extrait méthanolique Moringa formulation 1,
TG : Taux de germination, CV : Vitesse de croissance, Tl : Taux d’inhibition, I1G : Index de
germination, 1V : Indice de vigueur,
Dans I'esprit de visualiser I'effet positif des biostimulants EAM, EMM, EAMF1 et EMMF1
sur l'indice de germination (IG) et l'indice de vigueur nous avons procédé a la
comparaison deux a deux des profils temporels de I'indice de germination (IG) et celle

de l'indice de vigueur (IV).

La comparaison par paire réalisée par le test de Wilcoxon et renforcée par le test de
Monte Carlo, montre que le profil temporel de l'indice de germination présente une
différence significative (p<0,1%) sous l'effet des traitements (EAMF1 & EMMF1),
(EMMF1 & EMM) et (EAM & EAMF1) (Test de Wilcoxon= 1,63x102 et 3, 4,94x10-
3,33x103. Test de Monte Carlo : 1,56x102,1,88x102 et 1,17x10%) respectivement.
L’effet sur l'indice de germination est en faveur du EAM, EMM par comparaison au
EMMF1, EAMF1 avec des moyennes respectives (138,27 ; 132,82 ; 85,80 ; 81,12)
(Figure 111.14). Cependant aucune différence significative n’a été signalée entre les

traitements : EAM & EMM (Figure 111.14).

73



300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

Indice de germination (IG)

==@==EAMF1

50,00 =@=EMMF1
o—EAM
EMM
0,00 s -
4 5 6 7 8 9 10 " 12 13
EAMF1 | EMMF1| EAM | EMM |EMMF1| EMM | EAM | EAMF1
N 13 13 13 13
Moyenne 81,12 | 8580 |138,27 | 132,81 | 8580 |132,81]138,27 | 81,12
Médiane 74,81 | 82,88 | 172,5 | 177,13 | 82,88 | 177,13 | 172,5 | 74,81
Test de Wilcoxon (p) 1,63x10-2 0,213 4,94x103 3,33x103
Test de Monte Carlo (p) 1,56x10-2 0,229 1,88x103 1,17x103

Figure 1. 14: Evolution temporelle de I'indice de vigueur sous l'effet des

biostimulants du cluster 2
EAM : Extrait agueux Moringa, EMM : Extrait méthanolique Moringa, EAMFL1 : Extrait aqueux Moringa

L’application de la comparaison par paire a 'indice de vigueur (IV) a travers le test de

formulation 1, EMMF1 : Extrait méthanolique Moringa formulation 1,

Wilcoxon montre que les traitements EAM, EMM, EAMFi1, EMMFi, influencent

significativement ce parametre (p=0,06, signification marginale) (Figure 111.15).
L’histogramme montre que les meilleures valeurs de l'indice de vigueur sont obtenues
sous l'effet des extraits bruts EAM et EMM (407,95 et 357,98) suivis par les extraits

formulés EMMF1 et EAMF1 (286,55 et 270,57)
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Figure 111.15: Variation de l'indice de vigueur sous I'effet des biostimulants du cluster 2
EAM : Extrait aqueux Moringa, EMM : Extrait méthanolique Moringa, EAMF1 : Extrait aqueux Moringa
formulation 1, EMMFL1 : Extrait méthanolique Moringa formulation 1,

111.2. Effet des biostimulants sur les parameétres morpho-physiologiques

111.2.1. Variation des parameétres physiologiques

111.2.1.1. Etude comparée de la teneur en proline

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la teneur en proline observée sous I'effet des différents
traitements a base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de
vermicompost (Figure 111.16). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des
différents traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions
naturelles (EAM, EMM et VLC). Cependant les extraits formulés (EAMF1, EMMF1,

EAMF2, EMMF2) enregistrent des teneurs proches au témoin (stressé).
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Figure 111.16: Présentation en BoxPlot de la teneur en proline sous l'effet des
traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures I11.17 et 18

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

tres significatif sur la teneur en proline (p<0,0001) (Figure 111.17).

Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la teneur en proline,

la présence de trois groupes homogenes relatifs aux différents extraits (Figure 111.18).
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Figure 111.17: Analyse de la variance appliquée a la teneur en proline sous I'effet des
traitements
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Figure 111.18: Etude comparée de la teneur en proline sous I'effet des traitements
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111.2.1.2. Etude comparée de la teneur en polyphénols totaux

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la teneur en polyphénols totaux observée sous l'effet
des différents traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de
vermicompost (Figure 111.19). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des
différents traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions
naturelles (EAM, EMM et VLC) cependant les extraits formulés (EAMF1, EMMF1,
EAMF2, EMMF2) enregistrent des teneurs proches témoin(stresseé).
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Figure 111.19: Présentation en BoxPlot de la teneur en polyphénols totaux sous I'effet
des traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures I11.20 et 21

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

tres significatif sur la teneur en polyphénols totaux (p<0,0001) (Figure 111.20).

Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la teneur en
polyphénols totaux, la présence de trois groupes homogeénes relatifs aux différents

extraits (Figure 111.21).
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Figure 111.20: Analyse de la variance appliquée a la teneur en polyphénols totaux
sous l'effet des traitements
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Figure I111.21: Etude comparée de la teneur en polyphénols totaux sous I'effet des
traitements



111.2.1.3. Etude comparée de la teneur en flavonoides totaux

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la teneur en flavonoides totaux observée sous I'effet
des différents traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de
vermicompost (Figure 11.22). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des
différents traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions
naturelles (EAM, EMM et VLC) cependant les extraits formulés (EAMF1, EMMF1,
EAMF2, EMMF2) enregistrent des teneurs proches témoin(stresseé).
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Figure 111.22: Présentation en BoxPlot de la teneur en flavonoides totaux sous I'effet
des traitements

MF1
EMMF+
MF2
MMF2

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures Ill. 23 et 24

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

trés significatif sur la teneur en flavonoides totaux (p<0,0001) (Figure 111.23).

Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la teneur en
flavonoides totaux, la présence de deux groupes homogenes relatifs aux différents

extraits (Figure 111.24).
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Figure 111.23: Analyse de la variance appliquée a la teneur en flavonoides totaux sous
I'effet des traitements

Figure 111.24: Etude comparée de la teneur en flavonoides totaux sous I'effet des

traitements
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111.2.1.4. Etude comparée de la teneur en sucres totaux

La présentation graphigue en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la teneur en sucres totaux observée sous l'effet des
différents traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de
vermicompost (Figure Ill. 25). La comparaison des teneurs observées sous I'effet des
différents traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions
naturelles (EAM, EMM et VLC) cependant les extraits formulés (EAMF1, EMMF1,

EAMF2, EMMF2) enregistrent des teneurs proches témoin(stresseé).
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Figure 111.25: Présentation en BoxPlot de la teneur en sucres totaux sous I'effet des
traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures 111.26 et 27

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

trés significatif sur la teneur en sucres totaux (p<0,0001) (Figure 111.25).

Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la teneur en sucres
totaux, la présence de deux groupes homogenes relatifs aux différents extraits (Figure
111.27).
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Figure 111.26: Analyse de la variance appliquée a la teneur en sucres totaux sous

I'effet des traitements
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Figure 111.27: Etude comparée de la teneur en sucres totaux sous l'effet des

traitements
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111.2.1.5. Etude comparée de capacité antioxydante non enzymatique totale CANETE

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la capacité antioxydante non enzymatique totale
(CANETE) observée sous I'effet des différents traitements base des extraits de feuilles
de Moringa oleifera et du jus de vermicompost (Figure 111.28). La comparaison des
teneurs observées sous l'effet des différents traitements annonce une similarité des
extraits brut et VLC aux conditions naturelles (EAM, EMM et VLC) cependant les
extraits formulés (EAMF1, EMMF1, EAMF2, EMMF2) enregistrent des teneurs

proches témoin(stresse).
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Qs 0,784 3,233 1,003 1,635 2,923 2,750 3,084 3,382 2,267 2,787

Figure 111.28: Présentation en BoxPlot de la capacité antioxydante non enzymatique
totale sous I'effet des traitements
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Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures I11.29 et 30

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet
tres significatif sur la capacité antioxydante non enzymatique totale (p<0,0001) (Figure
[11.29).
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Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la capacité
antioxydante non enzymatique totale, la présence de deux groupes homogenes relatifs

aux difféerents extraits (Figure 111.30).
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Figure 111.29: Analyse de la variance appliquée a la capacité antioxydante non
enzymatique totale sous I'effet des traitements
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EAMF2 10,76 1,96 9,737 7,301 2,55 1,265 0,9991 0,1029 0,9991
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VLCF 9,749 2,972 8,725 6,289 1,539 0,2529 1,012 2,023 3,477

Figure 111.30: Etude comparée de la capacité antioxydante non enzymatique totale
sous l'effet des traitements
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111.2.1.6. Etude comparée de la teneur en eau

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans

le but d’apprécier la variation de la teneur en eau observée sous l'effet des différents

traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de vermicompost

(Figure 111.31). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des différents

traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions naturelles

(EAM, EMM et VLC) cependant

les extraits formulés

EAMF2,EMMF2) enregistrent des teneurs proches témoin(stresse).
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Figure 111.31: Présentation en BoxPlot de la teneur en eau sous I'effet des traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures 111.32 et 33

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

tres significatif sur la teneur en eau (p<0,0001) (Figure 111.32).

Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la teneur en eau, la

présence de trois groupes homogenes relatifs aux différents extraits (Figure 111.33).
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Figure 111.32: Analyse de la variance appliquée a la teneur en eau sous I'effet des
traitements

Figure 111.33: Etude comparée de la teneur en eau sous I'effet des traitements
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I11.2.2. Variation des parameétres morphologiques

111.2.2.1. Etude comparée de la lonqueur de la partie aérienne

La présentation graphigue en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la longueur de la partie aérienne observée sous l'effet
des différents traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de
vermicompost (Figure 111.34). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des
différents traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions
naturelles (EAM, EMM et VLC) cependant les extraits formulés (EAMF1,EMMF1,

EAMF2,EMMF2) enregistrent des teneurs proches témoin(stresse).

100 T T T T T T T
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80} -
10k -
£
< g0k |
&
|
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30 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P TR AT
L = S 2 3 2 3 2 o 6
> w <C = <C = < = — |
< — L [51] L ] w L = >

Min 689 32,1 50 475 413 43 465 41 44 415
Max 96,27 47 86,8 61,5 57,5 52,9 47,1 495 52 57,5
Qz: 89,11 40,4 66,9 53 43,8 44,5 46,7 46 50,7 42
Q: 689 321 50 475 413 43 465 41 44 415
Qs 96,27 47 86,8 61,5 57,5 52,9 47,1 495 52 57,5

Figure 111.34: Présentation en BoxPlot de la longueur de la partie aérienne sous l'effet
des traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures I11.35 et 36.

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

trés significatif sur la longueur de la partie aérienne (p<0,0001) (Figure 111.35).
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Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la longueur de la
partie aérienne, la présence de deux groupes homogenes relatifs aux différents

extraits (Figure 111.36).
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Figure 111.35: Analyse de la variance appliqguée a la longueur de la partie aérienne

sous l'effet des traitements
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. , . , .
Figure 111.36: Etude comparée de la longueur de la partie aérienne sous l'effet des

traitements
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111.2.2.2. Etude comparée de la longueur de la partie racinaire

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation de la longueur de la partie racinaire observée sous l'effet
des différents traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de
vermicompost (Figure 111.37). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des
différents traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions
naturelles (EAM, EMM et VLC), cependant les extraits formulés (EAMF1, EMMF1,

EAMF2, EMMF2) enregistrent des teneurs proches au témoin (stresseé).
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Q 23,75 16 21 20 19 195 18,7 174 20 173
Q 21,88 15,7 18,6 19,1 17,7 179 184 16,8 158 17
Qs 2636 16,3 235 223 21 20 196 19 23 18

Figure 111.37: Présentation en BoxPlot de la longueur de la partie racinaire sous I'effet
des traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures I11.38 et 39.

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le traitement enregistre un effet

tres significatif sur la longueur de la partie racinaire (p<0,0001) (Figure 111.38).
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Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la longueur de la

partie racinaire, la présence de trois groupes homogenes relatifs aux différents extraits

(Figure 111.39).

Figure 111.38: Analyse de la variance appliquée a la longueur de la partie racinaire
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Figure 111.39: Etude comparée de la longueur de la partie racinaire sous l'effet des

traitements
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111.2.2.3. Etude comparée du nombre de feuilles

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée dans
le but d’apprécier la variation du nombre de feuilles observée sous I'effet des différents
traitements base des extraits de feuilles de Moringa oleifera et du jus de vermicompost
(Figure 111.40). La comparaison des teneurs observées sous l'effet des différents
traitements annonce une similarité des extraits brut et VLC aux conditions naturelles
(EAM, EMM et VLC), cependant les extraits formulés (EAMF1, EMMF1, EAMF2,

EMMF2) enregistrent des teneurs proches au témoin (stressé).
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Figure 111.40: Présentation en BoxPlot du nombre de feuilles sous I'effet des
traitements

Une analyse type G.L.M a été réalisée pour le facteur traitement. Les résultats

graphiques sont consignés dans les figures I11.41 et 42

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que les traitements enregistrent un

effet tres significatif sur le nombre de feuilles (p<0,0001) (Figure I11.41).
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Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour le nombre de
feuilles, la présence de deux groupes homogenes relatifs aux différents extraits (Figure
[11.42).
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Figure 111.41: Analyse de la variance appliquée au nombre de feuilles sous l'effet des
traitements
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Figure 111.42: Etude comparée du nombre de feuilles sous I'effet des traitements
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Chapitre VI : Discussion générale

IV.1. Effet des biostimulants sur les parameétres de germination

Les variations de température, les schémas de précipitations modifies et les
événements météorologiques extrémes associés au changement climatiqgue peuvent
avoir des conseéquences néfastes sur la germination des graines. A cet effet, des
températures plus élevées peuvent perturber la dormance des graines, réduire leur

taux de germination ou méme les rendre incapables de germer.

Les biofertilisants sont des substances naturelles utilisées pour améliorer la fertilité
des sols et favoriser la croissance des plantes. Leur utilisation peut avoir une influence
positive sur la germination des graines. Les biofertilisants contiennent des éléments
nutritifs tels que I'azote, le phosphore et le potassium, ainsi que des composés
organiques bénéfiqgues. Il convient de noter que les effets spécifiques des
biofertilisants sur la germination des graines peuvent varier en fonction de facteurs tels
que le type de biofertilisant utilisé. L'impact positif des biofertilisants sur la germination
des graines peut étre remarqué a travers la biofourniture des nutriments essentiels, en
améliorant la structure du sol et en favorisant un environnement propice a la

croissance des plantes [30].

La stimulation de la germination des graines sous les contraintes climatiques et
'amélioration de ses qualités sont considérées comme un challenge pour les
chercheurs, car ils représentent un enjeu de haute importance agro-économique. Les
extraits de Moringa renferment des propriétés intéressantes, dans la mesure d’innover
un bioproduit comme usage, ou ce ci sera inclinée vers cette hypothese. Cette étude
ceuvre pour démontrer que l'utilisation les extraits de Moringa et leurs dérivés comme
agent de priming permettront une augmentation du potentiel de germination des
semences. Nombreuse études et dans différentes espéces végétales été démontré
qgue les algues marines [55, 117, 125, 157] améliorent la germination des graines.
Accompagné avec la technique de priming, elle ajoute une valeur remarquable. Par

références a nos résultats, les graines amorceées par les trois les extraits aqueux
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L’extrait de feuilles de Moringa contient des substances actives qui peuvent stimuler
la germination des graines et la croissance des plantes, comme des hormones
végeétales, des antioxydants, des enzymes et des minéraux [145]. Plusieurs études ont
montré que l'extrait de feuilles de Moringa a un effet positif sur la germination des
graines de différentes especes végétales, comme la tomate [186], le mais [133], le blé
[89], le sorgho et le riz. L'extrait de feuilles de Moringa augmente le taux de
germination, la longueur des racines et des tiges, le poids sec et la teneur en
chlorophylle des plantules. Il améliore aussi la résistance au stress hydrique et salin.
L’extrait de feuilles de Moringa pourrait donc étre utilisé comme un activateur naturel
et écologique de la croissance des cultures, en complément ou en substitution aux

engrais chimiques [190].

La formulation d'un biostimulant brut peut avoir un impact significatif sur son efficacité
et son utilisation pratique. L'objectif de notre étude est d’évaluer I'impact de la
formulation sur les biofertilisants brut et de tester la concentration adéquate pour
chacun. Pour l'extrait aqueux des feuilles de Moringa oleifera EAM, et I'extrait
méthanolique EMM. Les histogrammes représentent une répartition des valeurs vers
la dose 1 D1 pour 'ensemble des parameétres : taux de germination TG, indice de
germination IG, vitesse de germination CV, taux d’inhibition TI, longueur de la partie
racinaire RL, longueur de la partie aérienne SL, et I'indice de vigueur, ceci nous permet
de conclure que une application plus concentrée est nécessaire pour obtenir des
résultats rapides et significatifs, cependant une basse concentration contient une
quantité réduite d’éléments nutritifs ou de composés actifs et donc ne subviendra pas

a stimuler la germination des graines [201],

Pour les produits formulées EAMF1, EMMF1, EAMF2, EMMF2 Les histogrammes
représentent une répartition des valeurs vers la dose 4 D4 pour I'ensemble des
parametres: taux de germination TG, indice de germination IG, vitesse de germination
CV, taux d’inhibition TI, longueur de la partie racinaire RL, longueur de la partie
aérienne SL, et l'indice de vigueur, ceci nous permet de déduire que une application
d’'une basse concentration d’un produit formulé est suffisante pour subvenir aux
besoins de la graine pour germer. De ce fait on peut conclure que la formulation
augmente l'efficacité des extraits bruts et nous permet une utilisation modérée de ces
produits et donc de minimiser les couts tout en améliorant la qualité du produit,
I'utilisation des produits formulés est donc privilégiée
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La courbe de tendance montre qu’il y a deux groupes homogénes, le groupe qui
contient les valeurs les plus significatives est celui qui comprend les traitements
suivants avec une tendance descendante présentés comme suit: VLCB, EAMF2,
EMMF2 et le VLCF, , le reste des traitements donnent des valeurs inferieurs comparant
a ceux du premier groupe, avec une similarité enregistrée pour 'EAM et 'TEMM, les
traitements de la premiére formulation EAMF1 et EMMF1 donnent les valeurs les plus
inferieurs. On peut en déduire que les produits bruts des extraits de feuilles de Moringa
n‘ont pas de différence significative ce qui nous dirige vers l'utilisation de I'extrait

aqueux a la place de I'extrait méthanolique

La premiére formulation n’a aucune efficacité sur les produits brut mais au contraire
elle a diminué l'efficacité des produits, la deuxiéme formulation a un impact significatif
sur l'efficacité et l'utilisation pratique et/ou économique des produits bruts tout en
améliorant sa qualité [202], ce qui nous a permis de déduire que la deuxiéme
formulation est beaucoup plus efficace que la premiére ce qui nous dirige vers

I'utilisation de cette derniére

IV.2. Effet des biostimulants sur les parameétres morpho-physiologiques

Les extraits de Moringa oleifera rend le travail plus intéressant, ses capacités a stimulé
tous les paramétres morpho-physiologiques dans la gestion du stress métallique. lls
permettent de projeter la lumiere sur une maniére pour sécuriser cette matiére
premiére (les formulations) et le tester sur une plante modéle Atriplex halimus, pour

une meilleure exploitation dans le domaine agronomique.

Les premiers résultats de cette étude ont indiqué que les applications foliaires de
I'extrait brut de Moringa oleifera et les deux formulations ont un effet significatif sur la
croissance des parties aériennes et souterraines, ce qui est en accord avec Sabir et
al., qui ont testé sur I'Atriplex sp l'application de I'extrait d’'une algue brune
d'Ascophyllum nodosum seul a eu un effet significatif sur la croissance générale de la
feuille (poids frais, sec et surface de la feuille). Ces différences sont attribuées a
I'espéce végétale appliquée, cependant certaines études portant sur les extraits de
Moringa sp ont rapporté le méme effet en améliorant de maniére significative la

croissance des plantes cultivés comme constaté avec Moringa oleifera [190].
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Les résultats obtenus dans cette étude ont révélé que l'application de tous les
traitements a base de Moringa oleifera ont augmenté significativement les parameétres
de croissance des feuilles, de I'Atriplex par rapport au témoin, Moringa oleifera a un
effet positif sur les feuilles émises par I'Atriplex. Des résultats similaires sur ['utilisation
de Moringa oleifera qui ont augmenté le nombre de branches et de feuilles de tomate
[163] et de niébé avec des algues brunes et rouges [191], elles ont amélioré également
la croissance des feuilles méme sous stress abiotique avec les épinards [120] et que
les applications foliaires d'algues en combinaison ou non, augmente la hauteur de la

plante et sa croissance [192].

Nos traitements a base de Moringa oleifera ont remarquablement augmenté le poids
sec et la surface foliaire, nos résultats sont en accord avec I'étude de Wang et al. [193],
qui a indiqué que l'utilisation de Moringa oleifera augmente la hauteur de la plante et
son poids sec, mémes résultats observés avec Mahmoud et al., [194]. Cet effet positif
de notre résultat pourrait étre attribué a la synthese du brut, par exemple, la présence
de molécules bioactives solubles dans I'eau [195, 196] comme les hormones (auxines
et cytokinines) qui font progresser le développement des plantes par l'expansion de
divers événements métaboliques, ce qui peut entrainer I'expansion des feuilles des
plantes, comme Hamed et al. [197], I'expliquent : les régulateurs de croissance des
plantes changent et traitent la division cellulaire, contrélent I'extension des racines et

la croissance des feuilles des plantes et d'autres capacités métaboliques.

La présente étude met en évidence l'efficacité de F1, qui a la valeur la plus élevée sur
presque tous les parametres de croissance des feuilles par rapport a F2 et au témoin
non traitées, ce qui peut étre attribué a la composition de la formulation F1 (60% EAM
+40% de bio adjuvants) ; le bio adjuvant sécurise l'ingrédient actif (extrait brut de
Moringa oleifera) d’'une maniére a assurer la pénétration de tous les éléments présents
dans l'extrait dans les feuilles par pulvérisation foliaire, qui permis par la suite une
bonne pénétration de l'ingrédient biologique dans les cellules végétales, en raison de
la rétention et I'adhésion des gouttelettes qui font un contact élevé entre I'eau - feuilles

ce qui participe a augmenter l'activité biologique [198, 199].

Tous les traitements de Moringa oleifera (extrait brut et F1) ainsi que le VLC ont eu
une efficacité significative sur la quantité du meétabolisme basale (métabolites

primaires et secondaires) par rapport a celui non traité, ce qui est en accord avec cette
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recherche qui a trouvé que Moringa oleifera augmente le taux de photosynthése avec
une valeur de 40,6 mg kg [188], tandis que la valeur de nos résultats est de 40,37
mg kgt..Selvam et Sivakumar, ont montré que Moringa oleifera a amélioré les sucres
totaux a 2% que les plantes non traitées [201]. Cette augmentation du contenu
photosynthétique est due aux différentes compositions des algues comme la bétaine,
il semble probable que l'action des bétaines ralentisse la dégradation de la
chlorophylle des feuilles au lieu d'en augmenter le contenu [118], d'autre part la les
polyphénols est présente dans le Moringa oleifera [197] .qui peut enrichir les plantes
avec des chloroplastes, en outre I'extrait brut de de Moringa oleifera contient divers
éléments responsable sur I’ augmentation de l'interception de la lumiere, qui a son tour
améliore la photosynthése comme le “Zn” qui augmente la concentration de la
chlorophylle [202].

Nous avons remarqué que I'extrait méthanolique et le et F2 avaient approximativement
la méme valeur dans les deux expériences. On peut suggérer F2 comme traitement
pour augmenter la teneur en eau, d’un cété l'indice d'activité est optimisé a 60% dans
la formulation, contrairement a I'utilisation de I'extrait brut qui garde la matiere premiére
a 100%, et d’'un autre coté on peut obtenir un produit sir écologiquement avec une

efficacité élevée [198].

Les résultats affichent que les traitements de EAM ; EMM ; EAMF1, EAMF2, EMMF1,
VLC et VLCF ont un effet remarquable sur les métabolites primaires et secondaires du
le plant ; ces résultats affichent que le EAM expose un effet important sur la synthese
de composés phénoliques totaux (CPT). Celui-ci est également impliqué avec EMM,
VLC et VLCF pour réduiser la proline libre endogéne. Concernant l'effet des
traitements sur la synthése des sucres totaux, les taux les plus importants sont
enregistrés sous EMMF2.

Tandis que l'effet de tous les traitements y compris EAM, EMM, EAMF1, EMMFA1,
EAMF2, EMMF2, VLC, VLCF sur le maintien de flavonoides totaux et les CANETE
n’est pas clairement établie car aucune différence significative n’a été marquée dans

les analyses statistiques.

On se basant sur I'hypothése avancée, nous pouvons I'accordée avec les travaux de
plusieurs chercheures comme Solmaz et al. [207], qui confirment que l'utilisation du

jus de vermicompost est une importante source de matiére organique pour la
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régénération et la prévention de la pollution par les métaux lourds. Selon Vernieri et
al. [209], les biostimulants sont des substances naturelles capables de favoriser la
croissance végétative, 'absorption minérale des nutriments, la réponse des plantes a

différentes conditions pédoclimatiques et la tolérance aux stress abiotiques.

Beaucoup des travaux et des résultats similaires ont été trouvés par divers auteurs qui
ont étudié I'effet du I'extrait de Moringa sur différents stress des plantes tel que Basra
et al. [210]; que Les feuilles de Moringa contiennent de nombreux composés
bénéfiques pour la croissance des plantes. Lorsqu'elles sont utilisées sous forme
d'extrait, a une dose appropriée, elles favorisent la croissance, réduisent les effets du
stress biotique et abiotique, et peuvent méme améliorer la qualité et le rendement des
cultures. Foidl et al. [211], ont été les premiers a découvrir que les feuilles de Moringa
contiennent une grande quantité d'hormones de croissance, d'antioxydants et de
minéraux. lls ont également constaté que I'utilisation d'une solution aqueuse diluée a
base de feuilles tendres de moringa peut augmenter le rendement de nombreuses

cultures jusqu'a 35%.

Les résultats affichent que les traitements de EAM ; EMM ; EAMF1, EAMF2, EMMF1,
VLC et VLCF ont un effet remarquable sur la croissance et la biomasse aérienne et
souterraine des plantes d’A. halimus; ces résultats affichent que le VLC, VLCF, EAM
et EMM expose un effet important sur la teneur en eau (TE). Celui-ci est également
impliqué avec EMM, EAMF1, EAMF2, EMMF2 VLC et VLCF pour augmenter la
surface des feuilles des plants A. halimus. Tandis que I'effet de tous les traitements y
a compris EAM, EMM, EAMF1, EMMF1, EAMF2, EMMF2, VLC, VLCF montre un effet
trés remarquable sur le maintien de la longueur de la partie aérienne et souterraine
dans les analyses statistiques. Les résultats concernant la teneur en eau et la
croissance et la biomasse aérienne et souterraine des plants d’Atriplex halimus
affichent nettement une gradation positive sous l'effet du jus de vermicompost et
I'extrait de moringa avec ces formulations. Ces résultats sont conformes a ceux
d’Elzaawely et al. [198], qui confirment que ['utilisation du L’extrait des feuilles de
moringa contient des antioxydants naturels puissants qui peuvent étre utilisés par les
producteurs de cultures pour améliorer la croissance et les attributs de rendement de
diverses cultures et pour surmonter les stress environnementaux. Plusieurs
recherches ont démontré que l'extrait de feuilles de Moringa a un impact positif sur le
processus de germination de diverses especes végétales, notamment la tomate [98],
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le mais [101], le blé (FAO), le sorgho et le riz. L'utilisation de I'extrait de feuilles de
Moringa se traduit par une augmentation du taux de germination, de la longueur des
racines et des tiges, du poids sec, ainsi que de la teneur en chlorophylle des jeunes
plants. De plus, il renforce la capacité des plantules a faire face au stress hydrique et
salin. D’autre part, Al-Karaki et al. [115] a évalué l'effet du vermicompost sur la
croissance des plantes de d Atriplex soumises a un stress salin ou métallique. Les
résultats ont montré que le vermicompost peut aider a améliorer la croissance des
plantes de d Atriplex sous stress salin ou métallique en fournissant des nutriments
essentiels et en améliorant la structure du sol. Les micro-organismes bénéfiques
présents dans le vermicompost peuvent également favoriser la santé du systéme
racinaire, ce qui est crucial pour absorber les nutriments et 'eau, méme dans des
conditions de stress. Beaucoup de travaux et résultats similaire ont été trouvés par
divers auteurs qui ont étudié I'effet du vermicompost sur la croissance des plantes, tel
que Kaur et al. [89], qui sont évalué I'effet du vermicompost sur la croissance, les
réponses physiologiques et I'absorption de métaux de la plante de tournesol soumise
a un stress de cadmium et de zinc. Les résultats ont montré que le vermicompost a
amélioré la croissance et la tolérance aux métaux lourds et Bouzidi et Baouni [156],
sur plantes du haricot et Arancon et al. [200], sur la culture de fraisier. lls ont démontré
gue le vermicompost a un potentiel considérable pour améliorer significativement la
croissance des plantes. Les résultats obtenus nous permettent d’avancer I'lhypothése
que les produits utiliser possédent des éléments nutritifs trés important (VLC riche en
hormones, I'extrait de Moringa riche en vitamine et les oligoéléments) qui permet
d’influencer le taux en proline sucres CPT et CANETE et la croissance des plantes

d Atriplex pendant la période de stress métallique
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CONCLUSION

La pollution, en particulier celle causée par les éléments de trace métallique,
représente un probléeme mondial grave et dangereux. Ces métaux peuvent
s'accumuler dans l'environnement, rendant les sols et les eaux potentiellement
toxiques pour les plantes, les animaux et les humains. Les effets de la pollution par les
meétaux lourds sur les plantes sont multiples : altération de la croissance, réduction de
la photosynthese, déséquilibre nutritionnel, perturbation du métabolisme, etc. Cela
compromet non seulement la productivité agricole, mais aussi la sécurité alimentaire
et la biodiversité. Au terme de gestion du stress métallique en évaluant les effets de
différentes formulations de jus de vermicompost et les extraits de Moringa oleifera sur
les parameétres de croissance et de la production ainsi que les parametres
biochimiques. Afin d’'améliorer la capacité de tolérance et accumulation des éléments
de trace métallique de I'Atriplex halimus, Les résultats obtenus montrent que les
traitements de EAM ; EMM ; EAMF1, EAMF2, EMMF1, VLC et VLCF ont un effet
remarquable sur les métabolites primaires et secondaires et méme sur les traits des
parametres biochimiques du le plant par rapport aux autres traitements. Les
biofertilisants représentent une solution prometteuse pour atténuer ce probleme, et a
propos de notre résultat on peut citer que les biofertilisants a base de Moringa, de jus
vermicompost. lIs aident a stimuler la croissance des plantes en optimisant I'absorption
des nutriments et a renforcer la résistance des plantes aux stress environnementaux.
L'utilisation de ces biofertilisants offre donc une alternative viable aux engrais
chimiques et permet de réduire considérablement les effets néfastes de la pollution
par les métaux lourds sur les plantes. Cela favorise une agriculture plus durable et
écologique, tout en préservant la santé des écosystemes et des étres vivants. |l serait
intéressant d’orienter les recherches vers la réalisation des études approfondies sur
I'application des biofertilisants avec différentes formulations et concentrations et ceci
pour une bonne optimisation de la diminution des effets du stress métallique sur les

plantes et I'environnement.

Il sera judicieux par ailleurs, d’affiner cette recherche avec des expérimentations
ultérieures qui pourront nous amener a mieux cerner les effets de biofertilisants sur le
stress environnemental des plantes en réalisant un Développement de produits

biologiques pour la gestion des plantes est une avenue intéressante a explorer.
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Il serait également approprié d’évaluer d’autres paramétres plus affinés tels que le
volet OMIX pour avoir une vision globale des effets des biostimulants sur la

gestion des stress environnementaux.

En conclusion, il est essentiel de reconnaitre I'importance de la formulation sur les
biostimulants et l'influence de la concentration sur l'utilisation de ces derniers. Les
discussions précédentes ont souligné que l'utilisation de la deuxiéme formulation avait
un impact significatif sur I'efficacité et I'utilisation pratique des produits bruts sur la
germination des graines d’Atriplex halimus. A la lumiére de nos résultats, quelques
conclusions générales peuvent étre tirées: (i) les extraits de feuilles de Moringa
oleifera ont un effet remarquable sur la stimulation de la germination des graines cela
met en évidence l'importance d’utiliser les poudres de plantes et les extraits végétaux
dans la fabrication des bioproduits, (ii) le jus de vermicompost connu avec ses
avantages trés nombreux et pour sa richesse en nutriments essentiels tels que 'azote,
le phosphore, le potassium, les oligo-éléments et les enzymes bénéfiques pour les
plantes cela souligne I'importance de son utilisation dans une culture durable, (iii) les
biofertilisants formulés offrent une alternative respectueuse de I'environnement aux
engrais chimiques conventionnels. Cela souligne que leur utilisation permet
d’améliorer la fertilité du sol, d’augmenter la croissance des plantes, renforcer leur

résistance et de favoriser une agriculture durable.

En fin il convient de noter que l'utilisation des formulations pour le développement d’'un
biofertilisant donné est un sujet complexe et en constante évolution. Il est donc
essentiel de poursuivre les recherches et les actions dans ce domaine afin de booster
I'effet des biofertilisants formulés et d’augmenter leurs efficacités. Nos résultats ont
mis en évidence I'importance des formulations et ont fournis des apercus importants
sur leurs rbles associés aux principes actifs d’origine naturelle. Ces conclusions
générales fournissent une base solide pour une réflexion continue et des actions

futures visant a développer les bioproduits, en faveur d’une agriculture durable.

Les différentes formulations extraites peuvent étre recommandé aux producteurs pour
obtenir une meilleure germination, croissance et rendement des plantes cultivables.

Bien que les résultats de la présente étude semblent encourageante, le présent travail
comporte quelques limites relatives a I'étendue des effets de I'extrait Moringa oleifera

sur le pouvoir germinatif et I'atténuation du stress métallique d’autres techniques
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analytigues semblent étre nécessaires afin d’explorer le mécanisme d’action des

molécules bioactives contenues de ce dernier.
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