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Résumé

Le plomb (Pb) est un metal lourd tres toxique pour les plantes, les animaux et les
humains, il pose actuellement des problémes importants en matiere de contamination de
I’environnement .Les plantes, du fait de leur immobilité, sont particuliérement exposees. Le
but de cette étude était d'évaluer 1’effet du stress provoqué par le plomb sur la germination

des graines et la croissance des plantules de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.

Les semences ont été mises a germer en presence du nitrate de plomb Pb(NO3), a des
concentrations variées (0, 50, 100, 150, 200 et 250ppm) et dans des conditions contrdlées

(température de 26°C et en obscurité) pendant 15 jours .

Les reésultats obtenus ont montré que les graines scarifiées de Cleome amblyocarpa
Barr. & Murb se caractérisent par une bonne aptitude de germer a des faible concentrations de
plomb. La longueur des tigelles et des radicules des semis et I'indice de tolérance diminuent
considérablement avec l'augmentation des niveaux de plomb. L'augmentation des
concentrations de Pb augmente considérablement le pourcentage de phytotoxicité sur la
longueur des radicules de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.

Le seuil de tolérance se situe au-dessous de 150 ppm en Pb(NOgz),. Au-dela, le pouvoir
germinatif décline et ’effet toxique augmente proportionnellement avec 1’¢lévation de la

concentration de I’élément trace métallique.

Mots-clés: Plomb, stress métallique, Cleome amblyocarpa Barr. & Murb , germination .



Abstract

Lead (Pb) is a heavy metal that is highly toxic to plants, animals and humans. it
currently poses significant problems in terms of environmental contamination. Plants, because
of their immobility, are particularly exposed.The purpose of this study was to evaluate the
effect of lead stress on seed germination and seedling growth of Cleome amblyocarpa Barr. &
Murb.

Seeds were germinated in the presence of lead nitrate Pb(NO3)2 at various
concentrations (0, 50, 100, 150, 200 and 250ppm) and under controlled conditions
(temperature 26°C and darkness) for 15 days.

The results obtained showed that scarified seeds of Cleome amblyocarpa Barr. & Murb
are characterized by a good germination ability at low lead concentrations. The length of
seedling stems and rootlets and the tolerance index decrease considerably with increasing lead
levels. The increase in Pb levels significantly increases the percentage of phytotoxicity along

the length of the roots of Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.
The tolerance threshold is below 150 ppm Pb(NO3)2. Above this level, the germinative

power declines and the toxic effect increases proportionally with the increase in the

concentration of the metallic trace element.

Keywords: Lead, metallic stress, Cleome amblyocarpa Barr. & Murb, Germination.
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Introduction générale

Introduction :

Depuis une trentaine d’années, du fait de 1’évolution et de la diversification des sources,
la pollution est devenue de plus en plus complexe, constituant maintenant un véritable

«cocktail» de polluants dont les effets sont difficiles a caractériser (Cuny, 2012).

Le sol est un élément essentiel du systeme écologique et la base de la survie et du
développement de I'hnomme. De nombreux éléments de métaux lourds existent naturellement
dans les sols, mais les activités anthropiques, telles que la production agricole, le transport et
la fabrication industrielle, peuvent favoriser la pollution par les métaux lourds (Facchinelli et
al., 2001) . Ces activités rejettent des éléments de métaux lourds dans I'environnement par le
biais des eaux usées, des gaz résiduaires et des déchets solides, et la plupart des éléments de
métaux lourds s'accumulent dans le sol (Chaffai et al., 2011). Les métaux lourds présents
dans les sols contaminés détruisent les écoservices et finissent par nuire & la santé humaine

tout au long de la chaine alimentaire (Jaishankar et al., 2014).

Plusieurs techniques d'assainissement physiques, chimiques et biologiques (in situ et ex-
situ) sont disponibles pour nettoyer les sols contaminés par des métaux lourds mais la
phytoremédiation est la technique la plus durable (économique et écologique) parmi celles-ci
et possede un grand potentiel pour nettoyer les sols contaminés par les métaux lourds sans

montrer d'impact négatif sur les propriétés du sol (Shah et al., 2020).

Le plomb est un métal lourd de densité élevée, il provient de combustions, de certains
procédés industriels, de ’incinération des déchets. Il peut s’accumuler dans I’organisme et
les effets sont variables; atteintes du systéme nerveux, des fonctions rénales, hépatiques, etc.
le plomb entraine des effets néfastes sur les plantes, il inhibe la photosynthése et la nutrition
minérale...etc. Leur dépot sur les surfaces (sols, eaux, etc.) conduit également a une

contamination de la chaine alimentaire (Elichegaray et al., 2010).

Dans les derniéres années, les scientifiques s'intéressent aux plantes susceptibles de
contribuer a la décontamination des sols pollués par la phytoremédiation, qui est certes une
stratégie a long terme, mais elle peut devenir efficace, peu colteuse et qui consiste a
I’utilisation des espéces capables de croitre sur des sols & forte teneur en métaux lourds et
susceptibles d'en mobiliser ou absorber une quantité appréciable du polluant, tout en
produisant une biomasse importante et un systeme racinaire bien développé et surtout une
capacité de translocation des polluants vers les parties aériennes récoltables. Dans ce sens
nous avons choisi Cleome amblyocarpa Barr. & Murb, une espece représentative de

I’écosystéme Saharien Algérien, est une plante herbacée annuelle de la famille des

1



Introduction générale

caparidaceae. Spontanée qui s’adapte aux conditions climatiques et édaphiques de
I’environnement désertique.

Munis de ces outils, nous allons chercher a répondre a la problématique suivante : Ce
travail de recherche permettra de se prononcer sur la capacité de cette plante de tolérer la
pollution par le plomb, et de la considérer comme une espéce végétale phytoremédiatrice ?

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet du stress provoqué par le plomb a des
différentes concentrations, sur la phase germinative de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb,
et I’évaluation de plusieurs paramétres ont été étudiés sur la germination des graines et le

développement des plantules, sur une durée d’exposition de deux semaines.

Ce mémoire est rédige de la fagon suivante :

e La partie synthese bibliographique : retrace les métaux lourds, les effets du plomb et
renferme aussi des notions sur la phytoremédiation, la germination et des données
générales sur I’espece étudiée.

eLa partie expérimentale : présente matériel et méthodes ou sont décrits le matériel
végétal utilisé, le protocole expérimental et les différents paramétres analysés.

el a partie résultats et discussions : les différents résultats obtenus sont interprétés,

analyseés statistiqguement et discutés.

e e mémoire est terminé par une conclusion et lesperspectives.
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Chapitre | Métaux lourds

I. Métaux lourds :

1.1. Généralités sur les métaux lourds :

La contamination des sols agricoles par les métaux lourds tels que le plomb (Pb), le
cadmium (Cd), le cuivre (Cu) et le zinc (Zn) est de nos jours une question de santé publique et
de conservation de I'environnement. Ces métaux sont présents dans les sols a la suite des
activités géo-genétiques (Baize, 1997) ou anthropiques telles que le raffinage, la combustion
de combustibles fossiles, I'application d'engrais phosphatés, et des boues d'épuration aux sols
(Kabata-Pendias, 2001). Les métaux ne sont pas biodégradables et donc peuvent persister
dans le sol pendant de longues périodes. Le Zn, Cu et Pb sont toxiques pour les végétaux et

les animaux y compris I’homme (Kabata-Pendias, 2001).
1.2. Définition :

Le terme métaux lourds est arbitraire et imprécis. 1l est utilisé pour des raisons de
simplicité et il recouvre des éléments ayant des propriétés metalliques (ductilité, conductivite,
densité, stabilité des cations, spécificité de ligand...) et un numéro atomique supérieur a 20
(Raskin et al., 1994). Les métaux lourds sont définis comme étant des éléments chimiques

toxiques ayant une densité supérieure a 5 g/cm? (Elmsley, 2001).

On distingue deux types en fonction de leurs effets physiologiques et toxique: métaux

essentiels et métaux toxiques.

> Métaux essentiels sont des éléments indispensables a 1’état de trace pour de
nombreux processus cellulaire et qui se trouvent en proportion trés faible dans les
tissus biologique (Loué, 1993). Certain peuvent devenir toxique lorsque la
concentration dépasse un certain seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du
zinc (Zn), du fer (Fe) (kabata et Pendias, 2005).

> Métaux toxiques ont un caractére polluant avec des effets toxiques pour les
organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu
pour la cellule. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd).
(Huynh, 2009).
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Meétaux lourds

Tableau 1 : Caractéres d’essentialité et de toxicité de quelques éléments traces. (Garnaud et

al., 2001)
Indispensables FC Toxic FC )
Elément _ i Commentaires
Plantes | Animaux | Hommes | Plantes | Animaux | Hommes

Cadmium | Non Non Non Oui Oui Oui Phytotoxique
Chrome Non Non Non Oui Non Oui Toxiques

Cuivre Oui Oui oui | Oui | Non Non | mmobile dans le sol, peu

toxique

Fer Oui Oui Oui Non Non Oui Phytotoxique a pH acide
Plomb Non Non Non Oui Oui Oui Peu phytoxique
Zinc Oui Oui Oui Oui Non Non Peu toxique

FC : faible concentration.

1.3. Origines des métaux présents dans le sol :

Le probléme principal avec les métaux lourds comme le plomb, le cadmium, le cuivre et le

mercure est qu’ils ne peuvent pas étre biodégradés, et donc persistent pendant de longues

périodes dans des sols. Leur présence dans les sols peut étre naturelle ou anthropogénique

(Miquel, 2001), La distribution dans 1’environnement proceéde de deux origines :

L’une, naturelle est le résultat de processus géogéniques comme [’érosion, les

précipitations géochimiques de roches et de I’cau de source, 1’activité volcanique et bactérienne,

et ’autre, releve des activités anthropogéniques tel que les activités industrielles, les fertilisants

et les pesticides, ... etc (voir figurel) (Baize et Sterckeman, 2001).

fertilisation phosphatée,

effluents d'élevage
boues, composts,

pesticides industriels
Yol = H'.'Hh:'rﬂl,' A I||'|'..'J|'\'|,'{-I||'
Libération A e "
~— érosion hydrique superficielles
et sediments
Nappes Stock initial = fond géochimigue

L

Roche mére

Fig. 1 : Origine et distribution des éléments traces (Robert et Juste, 1997).
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1.3.1. Sources naturelles :

Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils sont libérés lors de
I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique. La concentration naturelle
dences métaux lourds dans les sols varie selon la nature de la roche, sa localisation et son

age. (Bourrelier et Berthelin, 1998).

1.3.2. Sources anthropiques :

Les teneurs les plus élevées en éléments inorganiques rencontrées dans les sols sont
fortement liées a l'activité humaine. Les principales activités sont les suivantes: (Alloway,
1995).

» Pratiques agricoles due aux épandages d'insecticides, de fongicides, d'engrais, de
boues résiduaires urbaines ou de composts d'ordures ménageres,...etc.
» Pollution dues aux retombées atmosphériques telle que l'industrie extractive et

métallurgique, pratiques liées a l'incération, utilisation des énergies fossiles, essence
au plomb, etc.
» Stockage de déchets urbains ou industriels dues aux résidus des activités de mines et

de fonderies de métaux, installations de stockage de déchets,...etc . (Alloway, 1995).

Tableau 2: Liste non exhaustive de la provenance des métaux lourds et métalloides dans

I'environnement (Sparks, 1998).

Elément Sources
As Sous-produit minier, pesticides, délchets chimiques,
préservateur de bois

Cd Extraction e'g fonderie du pl?mb et dp ginc, décharges
industrielles, déchets miniers

Cr Additif des eaux de refroidissement

Cu Déchets domestiques et Iin-.:justriels, mine, lixiviation

de minéraux

Hg Déchets industriels, mines, pesticides, charbon

Ni Sources géologiques naturelles, industrie, mine

Pb Industrie, mines, plomberie, charbon, essence

Se Sources géologiques naturelles, charbon

Zn Déchets industriels, plomberie
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1.4. Spéciation, mobilité et biodisponibilité des métaux lourds :

1.4.1. Spéciation:

La spéciation est définie comme la distribution des espéces chimiques d’un élément au

sein d’un systéme, solide ou liquide (Ponthieu et al., 2016).

Ces especes sont différenciées selon leur composition isotopique, leur structure

¢électronique, leur état d’oxydation, et/ou leur structure moléculaire.

Cependant, le terme de spéciation d’un élément dans un sol est souvent utilisé dans un
sens plus large englobant la distribution ou les processus d’identification des différentes

phases d’un élément dans le milieu solide ou liquide (Foreau, 2009).

Les ions métalliques libres et les especes neutres, sont les formes les plus réactives, car

plus facilement assimilables par les organismes vivants (Baba Ahmed, 2012).

Forte mobilite

Adsorbés
- Argiles
- Ouydes de Fe et
Mn
- Matiére organique

Meovenne mobilite

. - Carbonates de Ca
- : Movernne mobilité
éfres vivants — ) -
- Flome Complexés
- Faune \ - Matiére organique
- Microomanismes \ /
o | Solubles
Trés faible mobiite . + Faible mabilite
Inclus dans des " h Précipités
minérawx primaires - Phosphates
i - Sulfures
(ex : =ilicates) - Hydroxydes
- Sels organiques

Fig. 2 : Localisation (spéciation) des éléments en traces métalliques (ETM) dans le sol
(Prassad, 2004).
1.4.2. Mobilité:
La forme chimique des ETM affecte leur mobilité dans les sols et leur capacité de
transfert dans les différents compartiments environnementaux. La mobilité correspond a
I’aptitude d’un élément a passer d’un compartiment du sol ou il est retenu avec une certaine
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énergie vers un autre compartiment ou il est retenu avec une énergie moindre (Anju et al.,
2012).

Elle peut étre étudiée au travers du changement de phase porteuse d’un élément, a
I’échelle d’un sol, la mobilit¢ d’un élément peut étre évaluée en étudiant sa distribution
verticale ou latérale (Bissou et al., 2012).

1.4.3. Biodisponibilité:

La notion de biodisponibilité¢ des ETM est définie par le passage d’un élément au travers

d’une membrane biologique, végétale ou animale (Dubal, 2004). Elle dépend d’une part, de la

fraction de 1’élément qui peut étre mobilisée physicochimiques dans le sol et d’autre part, de

la capacité d’une espéce donnée a I’absorbe (Girard et al., 2011).

_____ - | Contamination
directe

i Contamination
des sols

e e——— ————(
- PHYTODISPONIBILITE "

Caractéristiques
biotigues et abiotiques

Pratiques agricoles Nntinre e hx
P

‘de ri =

Fig. 3 : pollution des sols et phytodisponibilité (Morel, 1996).

I.5. Facteurs modifiant la mobilité des métaux lourds :
1.5.1.Potentiel hydrogene (pH) :

A pH faible, la solubilité de la plupart des métaux est plus élevée (Alloway, 1995).
1.5.2. Potentiel redox (Eh) :

En conditions réduites, la mobilité des métaux lourds est plus faible. Le potentiel redox

est fortement 1i¢ au pH puisqu’il augmente quand celui-ci diminue (Alloway, 1995).
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1.5.3. Activité biologique :

La compréhension globale des phénomenes biologiques jouant sur la solubilité des
métaux lourds dans les sols est rendue difficile par la multiplicité des actions et interactions a
tous les niveaux. Les végétaux supérieurs étant au centre de notre étude, et les
microorganismes ayant une influence sur I’ensemble du milieu aux échelles de temps et
d’espace considérées, nous attacherons a développer principalement 1’action des
microorganismes et des plantes. Les principaux phénoménes d’action sur la mobilité des
polluants métalliques sont la solubilisation, I’insolubilisation et la volatilisation (Deneux-
Mustinetal., 2003).

a- Solubilisation :

Provient de la production de composés acides tels que les acides carboxyliques,
phénoliques, aliphatiques, nitrique et sulfurique. Certaines bactéries chimiolithotrophes
(Thiobacillus, Leptospirillum, Galionella) oxydent les formes réduites du fer et du soufre
contenues dans les sulfures et produisent de I’acide sulfurique, susceptible de dissoudre les
silicates, les phosphates, les oxydes et les sulfures, libérant ainsi les métaux lourds contenus.
Les champignons et les racines des plantes excrétent eux aussi des acides afin d’augmenter
leur absorption de nutriments, ou tout simplement comme déchets métaboliques (Foy et al.,
1978 ; Chaignon, 2001 ; Deneux-Mustinetal., 2003).

b- Insolubilisation

Constitue le phénomene opposé. Bien que le phénoméne de détoxication externe des
métaux lourds par des exsudats racinaires n’ait jamais été démontré (Baker et Walker, 1990),
certains acides organiques de faible masse moléculaire, comme les acides oxalique, citrique
ou fumarique qui interviennent dans la complexation intracellulaire d’¢léments nutritifs,
peuvent étre sécrétés dans le milieu extérieur. lls limiteraient ainsi les transferts par des

processus de complexation (Baker et Walker, 1990).
c- Volatilisation :

Repose sur 1’action directe de certains microorganismes sur le degré d’oxydation de
I’espece métallique. C’est le cas du mercure, de I’arsenic et du sélénium (Se). La
biométhylation permet le transfert de groupements méthyl directement aux atomes, Pb, Sn
(étain), As, Sb (antimoine) et Se, permettant leur volatilisation dans I’atmosphére. (Baker et

Walker, 1990).
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1.5.4. Température :

La temperature du sol dépend en premier lieu du climat, mais elle est également liée a
I'activité biologique et influence rétroactivement la formation de complexes avec des ligands
inorganiques, en modifiant lI'activité de I'élément en solution. La température a un impact
direct sur la mobilité des éléments métalliques en déplacant les équilibres des réactions de
dissolution-précipitation et Co-précipitation, et un impact indirect, en modifiant la teneur en
eau du sol, le pH ou le potentiel redox (Eh). ( Deneux-Mustin, 2003).

1.5.5. Matiére organique :
Elle se compose de deux fractions:

v' La fraction vivante (micro-organisme, faune épilithique, rhizosphére des végétaux
supérieurs, animaux fouisseurs). Son influence sur la fixation des éléments trace
est importante, elle modifie le potentiel redox ou le pH.( Kabata-Pendias,
2001).

v La fraction morte (débris végétaux et animaux plus ou moins décomposés en

humus, carbone rapporté). (Kabata-Pendias, 2001).
1.5.6. Texture et la structure du sol :

La texture et la structure du sol sont des facteurs intervenant dans la mobilité des ETM.
Dans un sol structuré, la vitesse de I'eau et des composés solubles est plus grande que dans
une matrice constituée de micropores. Le transport par les colloides du sol (particules d'argile,
matiere organique soluble, biomasse) peut augmenter la mobilité des métaux associés a ces
solides. Les pratiques culturales peuvent influencer la mobilité des métaux en modifiant les
propriétés du sol et les conditions physico-chimiques, a la suite par exemple de I'apport de
matiére organique (boues chaulées ou non, composts, déjections animales, déchets divers)
(AFNOR, 2003). La nature et le mode d'application des fertilisants, la rotation des cultures et
le labour jouent aussi un role important. L'oxygéne étant I'anion structural dominant, aussi
bien dans I'eau que dans les constituants solides du sol, la spéciation des ETM est dominée
par leur interaction avec lI'oxygéne des molécules d'eau, des anions hydroxyde OH- ou oxyde
0% Ainsi, plus un sol est aéré, moins le Cd est biodisponible. Or, le travail du sol entraine
alors une meilleure aération du sol ; inversement, le passage répété d'engins agricoles qui
tassent le sol la réduit. Le degré d'aération du sol est aussi déterminé par les pratiques
culturales (irrigation, apport de matiere organique biodégradable donc consommatrice

d'oxygéne mais qui peut aussi améliorer I'aération du sol grace a une meilleure structuration)



Chapitre | Métaux lourds

et par les événements climatiques (précipitations massives entrainant une réduction de
I'aération du sol) (Morel, 1997).
1.5.7. Capacité d'échange cationique (CEC) :

Caractérise la capacité d’un sol a stocker et a restituer les éléments minéraux : les
particules fines d’argile, a forte CEC, sont chargées négativement et adsorbent donc les
particules de charges opposées. De ce fait, les cations métalliques peuvent se fixer a la surface

des particules d’argile par échange de protons H”, entrainant une baisse de leur disponibilité
(Alloway, 1995).

1.6. Plomb :

1.6.1.Généralité sur le plomb :

Le plomb est un métal gris-bleu grisant a 1’air humide, facilement malléable et qui
résiste a la corrosion. Sa présence dans la crodte terrestre est ubiquitaire (entre 15 mg/kg et 20
mg/kg). Il y est relativement accessible bien qu’il y soit peu présent sous sa forme métallique
(Pb0). En effet, parmi ses trois états d’oxydation, le Pb(II) est le plus fréquent, le Pb (IV) étant
presque inexistant sous des conditions normales. Le plomb métallique n’est pas soluble dans
I’eau, mais plusicurs de ses composés le sont tels le bromure et le chlorure de plomb ainsi que
le nitrate de plomb (ATSDR, 2007).

1.6.2. Propriétés physico-chimiques du plomb :
Le plomb est un métal dense (d=11,34 a 20°C), de couleur bleu-gris argenté qui se
trouve sur la cro(te terrestre en petites quantités (0.002%). Il se trouve associé a plusieurs

minerais (plus de 200 minerais de plomb) seulement les plus communes sont : la galene
(PbS), la cérussite (PbCO3) et I’anglésite (PbSO,) (Adriano, 2001).

Le plomb métallique est malléable, il forme divers alliages fusibles, il est peu soluble
dans I’eau froide, I’eau chaude et les acides dilués, mais il se dissout facilement dans les
acides forts. L’eau chargée d’oxygene dissous attaque par contre le plomb, et produit
I’hydroxyde de plomb Pb(OH) , qui est trés toxique (OMS, 1978).

Le plomb est classé parmi les métaux lourds et se caractérise selon Cecchi, ( 2008) par :
- Une forte affinité au soufre.
- Il ne se détruit pas, il se transporte et change de forme en donnant des sels.

- Il a une conductivité élevée, ce qui explique son utilisation dans de nombreuses industries.

10
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- Il présente une certaine toxicité entrainant des lésions plus ou moins graves.

Tableau 3 : Propriétés physico-chimique du plomb. (Cecchi, 2008).

Symoke [N°atomique|  Poids atomique  {Densité Points de fusion Point d'ébulltion

Ph 82 207,2 11,34 32143°C 1740°C

1.6.3. Isotopes de plomb :

Le plomb est un métal gris bleuatre malléable. Il en existe quatre isotopes naturels
204ppy 206pp 207ph et 2®ph. Les principaux minerais sont la galéne (sulfure), la cérusite
(carbonate) et I’anglésite (sulfate). Le plomb élémentaire a une faible conductivité électrique

et sa masse élevée lui confere un important pouvoir d’absorption des rayonnements X, et

électromagnétiques (Garnier, 2005).

1.6.4. Utilisation du plomb :

Le plomb est un métal largement utilisé dans les batteries de voiture au plomb, sous
forme de tdles plombées dans le secteur de la construction, dans le plastique PVC, dans les
munitions, dans le cristal et la céramique, dans les ceintures de lest pour la plongée, dans les
plombs pour la péche, sous forme d'écran contre les radiations, etc. Auparavant, le plomb était
utilisé comme pigment dans les peintures et comme antidétonant dans I'essence. Ces

utilisations sont interdites dans I'Union européenne depuis les années 1990. (BRGM, 2003).

L'utilisation passée du plomb dans l'essence et les émissions historiques par les
producteurs de métaux non-ferreux a entrainé une augmentation des concentrations de plomb
dans le sol, l'eau et l'air. Le plomb étant fortement lié aux caractéristiques du sol, son
absorption radiculaire est trés faible et la majeure partie du plomb présent dans les parties des
plantes situées hors du sol provient de dépdts atmosphériques de plomb (BRGM, 2004).

1.7. Origines de la pollution par le plomb :

Le plomb retrouvé dans I’environnement provient a la fois de sources naturelles et

anthropiques. Le métal est présent dans le sol, eau et air (Nriagu, 1978; Baize, 2002).
Le plomb est naturellement présent en moyenne a 0,002% dans la cro(te terrestre

(36éme élément de la crodte terrestre), généralement sous forme peu soluble.

Des dérivés inorganiques sont présents dans les eaux, les sédiments, les sols,
I’atmospheére et éventuellement en micro-traces chez les organismes vivants. Les sols non
contaminés contiendraient de 10 a 30 mg.kg-1 (Nriagu, 1978; Baize, 2002). A 1’état naturel,

le Pb se retrouve dans I’environnement sous forme de galéne (sulfure de Pb), de cérusite

11
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(carbonate de Pb), et d’anglésite (sulfate de Pb). La forme la plus abondante est la galéne, la

cérusite et I’anglésite apparaissent lors de 1’oxydation de la galéne (Brunet, 2008).

Dans 1’air, les émissions de plomb provenant de poussiéres volcaniques véhiculées par
le vent sont reconnues d’importance mineure (Pichard, 2003), la majorité du plomb contenue
dans I’air ambiante provient de la combustion de 1’essence plombée, en milieu urbain environ
90% du plomb est émis dans I’atmospheére par le gaz d’échappement mais la pollution de I’air

par le Pb a considérablement diminué depuis 1’arrét des essences plombées. (Brunet, 2008).

A ce jour, les principales sources de contaminations en Pb sont les rejets anthropiques.
IIs proviennent principalement des industries qui extraient et purifient le Pb naturel et qui
recyclent les composants contenant du Pb comme les batteries et leurs retombées
atmosphériques contaminent les sols. A ceci s’ajoute les déchets industriels et la détérioration
des peintures extérieures a base de Pb. Des rejets provenant des industries sidérurgiques ainsi
que les réseaux de canalisations de distribution d’eau anciennes, contenant du Pb,

contaminent les eaux (Pichard, 2003).

1.7. 1.Sources anthropiques de plomb

Les principales sources de contaminations en Pb sont les rejets anthropiques (figure 04),
Ils proviennent principalement des industries qui extraient et purifient le Pb naturel et qui
recyclent les composants contenant du Pb comme les batteries, et leurs retombées
atmosphériques contaminent les sols. A ceci s’ajoute les déchets industriels et la détérioration
des peintures extérieures a base de Pb. Des rejets provenant des industries sidérurgiques ainsi
que les réseaux de canalisations de distribution d’eau anciennes, contenant du Pb,
contaminent les eaux (Jeannot, 2001). Dans les sols des concentrations en Pb supérieures a

110 ppm de sol traduisent I’existence d’une source polluante a proximité (Juste et al., 1995).

12
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Fig. 4 : Sources anthropiques de la pollution en plomb (Sharma et Dubey, 2005).

Les apports anthropiques de Pb résultent de cinq groupes d’activités (Baize, 1997) :

v

v
v
v

Les sources principales sont liées a I’utilisation de composés organometalliques
comme antidétonants dans les moteurs a explosion. Le métal est alors rejeté par les
gaz d’échappement.

Les sources industrielles : libération de Pb par les usines de traitement du minerai ou
lors de recyclage des batteries.

Les déblais des mines et les poussiéres des crassiers.

Les boues de stations d’épuration.

Certains pesticides étaient fabriqués a base de Pb.

1.8. Plomb dans le sol

Le comportement du plomb dans un sol dépend de difféerents facteurs comme sa

dynamique propre mais également des caractéristiques pédologiques et physicochimiques du

sol (Baize, 1997). Il peut étre soit sous forme liée aux particules de terre soit dans la phase

13
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aqueuse. Dans les sols contaminés, la forme chimique initiale et la teneur en polluant apportee
ont également une influence (Hinsinger, 1996, Dumat et al., 2001 ; Ferrand et al.,
2006).

Le plomb va ainsi se retrouver :

- Inclus dans des minéraux primaires heérités de la roche-mere ou dans des minéraux
secondaires suite a des précipitations ou co-précipitations notamment avec des oxydes
(Fe, Al, Mn) (BRGM, 2004).

- Adsorbé a la surface de la matiere organique du sol (BRGM, 2004).

- Adsorbé a la surface des méso et microorganisme du sol ou absorbé par eux (BRGM,
2004).

- Dans la solution du sol, associé a des colloides (BRGM, 2004).

- Dans la solution du sol, complexé par des molécules organiques ou sous forme libre.
Les principales espéces du plomb présentes dans la solution du sol sont Pb?* et PbCO;
(BRGM, 2004). Ces formes solubles, bien que trés minoritaires, ont un r6le
fondamental, puisque les racines prélévent uniquement le plomb dans la solution du
sol (Bourrelier and Berthelin, 1998).

1.8.1. Biodisponibilité du plomb

L’absorption racinaire du Pb est actuellement considérée comme passive. Elle est réduite
par le chaulage et les basses températures. Bien que le Pb soit dans le sol un élément trés peu
soluble, il peut s’accumuler dans les racines et particulierement dans les membranes
cellulaires. En régle générale, les concentrations en Pb d’une plante sont étroitement corrélées
aux concentrations en Pb du sol, mais cette corrélation doit &tre nuancée et tenir compte en
particulier de 1’organe (racines, tiges, feuilles, etc.). La translocation de Pb vers les parties
épigées d’une plante est un phénomene tres limité. Ce qui fait que le Pb n’est pas un toxique
systématique en ce sens qu’il ne diffuse pas dans le systéme vasculaire de la plante, son
absorption racinaire n’est effective qu’au-dela de 1000ppm dans le sol, elle depend entre
autres facteurs de la concentration totale dans le sol, de la concentration dans la solution du
sol et de la spéciation (Afnor, 1996). La plante peut également absorbée le Pb par les feuilles,

Le maximum “’normal’’ dans les plantes, selon Mckenzie est de 8ppm.
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1.9. Effets du plomb :
1.9.1. Effets sur les végétaux :

La toxicité du plomb dépend de sa concentration dans le milieu, de sa spéciation, des
propriétés du sol, et enfin de I’espéce végétale concernée. Les plantes mettent en place
diverses barrieres physiques pour se protéger, quand le plomb a réussi a passer a travers ces
barriéres de protection, il peut affecter de nombreux processus physiologiques de la plante.
Les premiers effets ne provoquent pas de symptdmes visibles, ceux-ci ne se manifestant qu’en

cas de toxicité avancée (Cecchi, 2008).

La croissance, Celle-ci s’accompagne trés souvent de nombreux autres indices de
dysfonctionnement : chlorose foliaire, importantes lésions nécrotiques, jaunissement
progressif, repliement ou dessechement du feuillage, les bases moléculaires de ces
perturbations sont encore mal connues, mais on admet généralement qu’elles résultent d’un
stress oxydatif, d0 a la production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) ou « Réactive
Oxygen Species » (ROS). Qui altérent toute une série de substrats biologiques importants, et
modifient les domaines fonctionnels des biomolécules pouvant conduire a la mort cellulaire
(Cheng et al, 2003).

1.9.2. Effets sur la germination et la croissance

A T’échelle macroscopique, le plomb entraine des effets néfastes sur les plantes. En
premier lieu, la germination est fortement inhibée par les ions plomb (Pb*) a trés faibles
concentrations (Mishra et al., 1998; Tomulescu et al., 2004). De plus fortes doses conduisent
a une inhibition totale de la germination chez les espéces végétales, comme L’haricot
(Phaseolus vulgaris L.) (Wierzbicka et al., 1998). Le plomb réduit également fortement le
développement de la plantule et des radicelles (Mishra et Choudhuri, 1998). Un traitement a
de faibles concentrations en plomb inhibe la croissance des racines et des parties aériennes
(Makowski et al., 2002 ; An, 2006). Cette inhibition est plus importante pour la racine, ce qui
peut étre corrélé a plus forte teneur en plomb de cette derniere. (Obroucheva et al., 1998).

L’accroissement de biomasse végétale est diminué par de fortes doses de plomb (Xiong
et al. 2006). Sur de longues durées, les traitements au plomb, méme a des doses non-létales,
peuvent conduire a I’apparition de nécroses au niveau des apex racinaires et des feuilles, ainsi
que des chloroses foliaires (Liu et al., 2000). L’ensemble des perturbations macroscopiques

observées est la résultante :
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e De l’interaction du plomb avec les différents composants cellulaires et les
macromolécules (protéines, ADN...). (Liu et al., 2000).
e De la perturbation de nombreux processus physiologiques comme la régulation
du statu hydrique, la nutrition minérale, la respiration ou la photosynthese. (Liu
et al., 2000).
1.9.3. Effet sur la Photosynthese :

Chez les plantes, I’exposition au Pb conduit a une forte inhibition de la photosynthése, du
rendement photosynthétique, et a une limitation du taux d’assimilation de CO,. Le rendement
photosynthétique, trés sensible, peut chuter de plus de 50% (Bazzaz et al., 1975 ;Poskuta et
al., 1987). Cette inhibition s’explique par la diminution des teneurs en chlorophylle et en
caroténoides généralement constatée (Chen et al., 2007 ; Gopal et al., 2008).

La chlorophylle b semble plus sensible que la chlorophylle a (Wozny et al., 1995 ;
Vodnik et al., 1999). Toutefois, ces effets varient en fonction des espéces végétales. Les
mécanismes de réduction de la teneur pigmentaire sont, en partie, €lucidés. Le plomb induit
I’activité chlorophyllase dans les feuilles (Drazkiewicz, 1994), mais le mécanisme principal
semble étre I’inactivation de la synthése de ces pigments. Le plomb interagit a ce niveau de
deux fagons :

» D’une fagon directe, en se substituant aux ions divalents liés aux métalloenzymes.
C’est notamment le cas avec 1’-aminolevulinate déshydratasse ou ALAD qui est a la bases de
la synthése des chlorophylles et dont ’ion zinc (Zn?*) est remplacé par plomb (Pb?*) (Foy et
al., 1978).

» D’une fagon indirecte, en induisant une carence en ces ions divalents (Foy et al.,

1978).

1.9.4.Effets sur la nutrition minérale

Le plomb affecte la nutrition minérale, en perturbant le prélévement et le transport des
nutriments par la plante, tels que Ca, Fe, Mg, Mn, P et Zn en bloquant leur entrée ou en se
liant a eux, les rendant indisponibles pour les plantes (Xiong, 1997). Il a été montré, chez
plusieurs plantes exposées au Pb, une diminution dans les feuilles de la concentration en
cations divalents comme le Zn*, le Mn?*, le Ca®* et le Fe** (Seregin et al., 2004;
Chatterjee., 2004 ;Kopiitke et al., 2007; Cecchi, 2008). Cette diminution pourrait étre due a

une compétition entre le Pb et certains ions de taille équivalente au niveau des transporteurs
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membranaires. En effet, le Pb, qui a quasiment le méme rayon que le K*, pourrait emprunter
les canaux potassiques pour entrer dans la cellule (Sharma et Dubey, 2005).

Le plomb affecte aussi le métabolisme azoté en diminuant le prélevement de nitrate et en
perturbant le fonctionnement de la nitrate réductase (Seregin et Ivanov 2001; Cecchi, 2008).

1.9.5. Effets toxiques chez I’homme

Le plomb se diffuse rapidement vers les différents organes comme le cerveau, les dents,
les os, par la circulation sanguine. La demi-vie du plomb dans les tissus mous et dans le sang

est de 30 jours environ, mais elle passe de 1 a 10 ans dans les os (Pichard, 2002).
En général, le plomb dans le corps humain se répartit selon (Pichard, 2002) comme suit :

> 1a2 % dans le sang
> 5 a 10 % dans les tissus mous (rein, foie, rate)

> Plus de 90 % est fixé sur les os

L’élimination du plomb se fait majoritairement par les urines, puis par les feces, la

salive et la sueur, et enfin par les ongles et les cheveux. (Pichard, 2002).

Le plomb a de nombreux effets toxiques sur la santé, qui sont basés sur les niveaux de
plomb dans le sang ou plombémie sanguine. En effet, il est responsable du saturnisme en cas
d’exposition chronique. Il peut provoquer une grande fatigue, des troubles du comportement,
de la mémoire, du sommeil, des systemes immunitaires et reproducteurs, mais ses principaux
organes cibles sont le systeme nerveux, les reins et le sang. En bloquant plusieurs enzymes
nécessaires a la synthese de 1’hémoglobine, il entraine une diminution du nombre de globules
rouges et une anémie. De plus, le plomb passe facilement la barriere placentaire par diffusion,

d’ou un risque d’exposition prénatale (Aoumeur, 2011).
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Tableau 4 : Concentrations en métaux et métalloides définissant les limites de qualité d’une eau
potable (Législation Algérienne, Organisation Mondiale de da Santé (OMS). ( Décret executif
n°14-96 du 2 Joumada EI Oula 1435 correspondant au 4 mars 2014 modifiant et complétant le
décret exécutif n° 11-125 du 17 Rabie Ethani 1432 correspondant au 22 mars 2011 relatif a la

qualité de I’eau de consommation humaine).

Elément Décret n° 14-96 Recommandations OMS
Arsenic 10 pg/l 10 pg/l
Cadmium 3,0 pg/l 3,0 pg/l
Chrome total 50 pg/l 50 pg/l
Cuivre 2,0 mg/I 2,0 mg/I

Mercure 6,0ug/l (mercure total) 1,0 pg/l (mercure total)
Nickel 70 pg/l 20 pg/l
Plomb 10 pg/l 10 pg/l
Sélénium 10 pg/l 10 pg/l
Non précisé
Pas d'effets néfastes sur la santé
Zinc 5 mg/I observés pour les teneurs
généralement mesurées dans l'eau
destinée a la consommation
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I1. Phytoremédiation

I1.1. Nécessité de la dépollution

Les risques ecotoxicologiques de la contamination par les métaux lourds dans les sols, les
ruisseaux et les eaux souterraines sont un grand probléme de I’environnement et la santé
humaine. Recourir & des techniques industrielles peut étre utilisé efficacement pour nettoyer
des sols contaminés mais la plupart de ces technigques exigent une technologie performante et
sont par conséquent seulement cheres et convenables pour des petites régions pollués
(Moffat, 1995). Ces derniéres années, le développement de techniques efficaces pour
décontaminer les sites pollués est devenu indispensable. L’une d’elles la phytoremédiation,
exploite les propriétés de certaines plantes a accumuler de grandes quantités de métaux lourds
(Prabha et al., 2007).

Surfaces faibles, fortes pollutions ponctuelles, Surfaces étendues,
forte pression fonciére = colt’ élevé faible pression fonciére = co(t faible

Traitements ex situ®
on site ou off site

de stockage

Fig .5 : Les différentes stratégies de remédiation des sols pollués. (Energie, ressources
naturelles, impacts). (Morel, 2010)
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11.2. Généralité sur la phytoremédiation

Le développement de techniques efficaces pour décontaminer les sites pollués est devenu
indispensable (Mench et al., 2010). Les récentes technologies envisagées pour la dépollution
des sols sont basées sur l'utilisation de voies biologiques, comme les microorganismes et/ou
les plantes. Ces méthodes devraient réduire nettement les codts et les dommages pour
I'environnement. De plus, elles sont parfois plus simples a mettre en place méme sur de
grandes surfaces. La bio-dépollution repose ainsi sur un ensemble de techniques consistant a

augmenter la biodegradation d'un polluant dans un sol (Vidali, 2001).

La phytoremédiation a un impact positif sur I'opinion publique en tant que "dépollution
verte". En effet, elle respecte et restaure I’environnement et représente une alternative aux
méthodes classiques trop destructrices et polluantes. Elle tend surtout a étre utiliser pour les

composés chimiques présentant un risque pour I’environnement (Meagher, 2001).
11.3.Définition de la phytoremédiation

Le terme phytoremédiation vient du préfixe grec « phyto » (plante) et du mot latin
remédium (corriger ou éliminer un mal) (Ghosh et sing, 2005). La phytoremédiation ou la
bioremédiation est une nouvelle technologie qui utilise les plantes vertes et/ou des
microorganismes associés (ex. bactéries, champignons) (Smits et Freeman, 2006; Lamb et
al, 2010) pour décontaminer 1I’environnement et/ou minimiser les risques dans les relations
sources — exposition - récepteurs. Elle est basée sur les fonctions des plantes et de leurs
microorganismes qui permettent de dégrader ou séquestrer des polluants organiques et
inorganiques. Elle peut étre utilisée pour des substrats solides, liquides et gazeux et mise en
ceuvre pour des sols et des eaux polluées (grace aux plantes aquatiques) ou pour filtrer I’air a

I’aide de plantes fixatrices (Pilon-Smits, 2005).
11.4. Techniques de la phytoremédiation

La phytoremédiation regroupe différentes méthodes qui se veulent toutes des techniques
d'amélioration des sols et de I'eau contaminés par I'établissement d'un couvert végetal, soit la
phytostabilisation, la phytodégradation, la phytovolatilisation, la rhizofiltration et la
phytoextraction. Elles seront appliquées en fonction du type de contamination et des objectifs

de remédiation a atteindre (Pivetz, 2001).
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Phytovolatilization

oH—*=

-

RN

-

G 0N

N

Phytodegradation

i Phytodegradation
Phytostabilization

Fig .6 : Méthodes de phytoremédiation . (Favas, 2014)

11.4.1. Phytodégradation

La phytodégradation (ou phytotransformation) repose sur I’effet rhizosphére qui stimule
la dégradation des composés organique des sols. Cette décomposition est réalisée grace a des
enzymes variées, internes ou sécrétées par la plante comme (déhalogénases, oxygénases,

nitroréductases...) (Chaudhry et al, 1998 ; Ann Peer et al., 2005).

Fig .7 : Technique de phytodégradation (Louise, 2016)
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11.4.2. Phytostabilisation

La phytostabilisation est I’implantation d’un couvert végétal sur une surface contaminée
qui protége le sol contre 1’érosion éolienne et hydrique, les polluants sont ainsi immobilisés

dans les écosystemes (Alkorta et al., 2004 ; Ghosh et Singh, 2005).

Peu ou pas de
transferts de
polluants dans les
parties aériennes

Concentration
des polluants
dans la zone
racinaire et
les racines

Réduction du lessivage et
de I'absoption des polluants
par les plantes

Fig .8 : Technique de la phytostabilisation (Bert et al., 2013).

11.4.3. Phytoextraction

La phytoextraction est une technologie in situ liée aux plantes qui sont capables
d’absorber les métaux lourds (Pb, Cd, Ni, Zn, ...) par leurs racines et de les transporter ensuite
vers les parties aériennes (Zheng et al., 2011). Les tiges et feuilles sont alors récoltées et
éliminées des sites pollués. Ceci contribue a rétablir la fertilité de larges zones agriculturales,
contaminées pour la plupart dans leur couche supérieure (Alkorta et al., 2004). Deux
stratégies sont proposées pour une phytoextraction réussite des sols contaminés par les
métaux lourds et autres polluants : la phytoextraction naturelle et la phytoextraction induite ou

assistée par des chélateurs (Zheng et al., 2011).
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Phytoremediation

Absorption ——

Sol contaminé

Eau souterraine

contaminée

Récolte de la
biomasse aérienne

" ./ ®
< = é’.{‘:‘;’—‘.é
- ~\.%~.‘0:'.»

—Sol décontaminé

__Eau souterraine
décontaminée

Fig .9: Technique de phytoextraction. (Louise, 2016).

11.4.4. La Phytovolatilisation

Utilisation de plantes qui absorbent des contaminants organiques et autres produits

toxiques, transformant ceux-ci en éléments volatiles peu ou pas toxiques et les relachant dans

I’atmosphére via leurs feuilles .pour les composés organiques volatils, le Trichloréthyléne

(TCE), et des inorganiques comme Se ou Hg (Pilon et Smits, 2005 ;Remon, 2006).

Volatilisation
contaminant

(ou métabolite) *
L]

Translocation
contaminant
(ou métabolite)

Absorption

Sol contaminé

Eau souterraine
contaminée

Evaluation du risque
de la contamination
aeérienne

Contaminant
volatilisé avec la
transpiration

Stomate ouvert
Feuille

Biomasse récoltée
non-contaminge

"

Sol décontamine

Eau souterraine
décontaminée

Fig .10 : Technique de volatilisation (Louise, 2016).
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11.3.5. Rhizofiltration :

Cette méthode s'applique spécifiquement a la restauration des eaux de surface et
souterraines polluées. L’adsorption, 1’absorption ou la précipitation des métaux toxiques par
les racines jouent un rdle clef dans cette technique et en conséquence, d’importantes surfaces

de racines sont requises (Ghosh et Singh, 2005).

® polluants
(métaux
lourds)

Rhizofiltration

Fig. 11: Processus de la rhizofiltration (colombon et al., 2010).

I1.4. Implantation d’espéces tolérantes (Pourquoi restaurer le couvert végétal ?:

L’implantation d’un couvert végétal de plantes tolérantes permet de diminuer la
dispersion de contaminants par érosion éolienne et par lessivage. Les plantes tolérantes vont
aussi absorber dans une certaine mesure les contaminants créant ainsi une zone d’exposition
plus faible pour les autres. L’implantation de végétaux agit aussi de fagon indirecte car leur
canopée fournit un abri contre le vent et I’ensoleillement souvent élevés dans ces sites et leur
litiere est source de matiére organique (Mench et al., 2005 ; Eranen et Kozlov, 2007).

Dans le cas de la phytostabilisation, un cortége assemblant des especes ligneuses et herbacées
est conseillé. Les arbres permettent de maintenir un flux d’eau vers la surface limitant le lessivage et
les herbacées limitent 1’érosion éolienne et la dispersion vers les écosystémes adjacents grace a leur
systeme racinaire trés dense (Pilon et Smits, 2005). Cet assemblage permet d’améliorer des propriétés
du sol comme la fertilitt ou la capacité d’échange cationique, d’augmenter la quantité de

microorganismes et de diminuer 1’érosion.

24



Chapitre 11 Phytoremediation

L’implantation de légumineuses capables de fixer 1’azote atmosphérique est bénéfique pour
I’écosystéeme (Guo et al., 2004). En effet, elles permettent d’enrichir le sol en nutriments et
I’utilisation combinée d’annuelles et de pérennes permet de garantir un apport continu de matiére

organique au sol (Freitas et al., 2004, ).

Diminution du
stress hydrique

Fertilisation
+++ ® Piégeage du cuivre
par les exsudats
racinaires

Redémarrage du cycle
de la matiere organique _ Diminution du lessivage

Fig. 12 : Effets de I’implantation d’un couvert végétal sur un sol contaminé (Bes, 2008).

I1.5. Avantages et limites de la phytoremédiation
11.5.1. Avantages :
La technique présente de nombreux avantages :

e Enadéquation avec le développement durable.

e Gestion in situ des terres : pas de transfert de sol.

e Traitement sur de grandes superficies (Bert, 2012).

e Par comparaison avec les traitements physico-chimiques, la phytoremédiation montre
un faible cot (se situe en moyenne entre 2 et 100 dollars / m3).

e Elle provoque une perturbation minimale de I'environnement et permet méme de
réinitier le cycle de degradation de la matiére organique la ou la végétation avait
disparu. (Bert, 2012).

e Ladécontamination par les plantes présente aussi I'avantage de réduire I'érosion et

le lessivage des sites ce qui maintient le polluant a proximité de la plante (Berti et al., 1995).

e Tres peu de modification de la topographie existante du site.
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récupeération et reutilisation de métaux de valeur peut étre possible (des entreprises se

spécialisent dans le « phytominage ») (Rudolph, 2010).

11.5.2. Limites

En regard de ses nombreux avantages, la phytoremédiation ne présente que peu de

limitations

Durée de décontamination longue, de I’ordre de plusieurs années (2 a 20 ans).

Risque de déstabilisation de 1’écosystéme local (Bert, 2012).

On ne peut pas, avec des systemes de remédiation a base de plantes, empécher
totalement 1‘écoulement des contaminants dans la nappe phréatique (Bert, 2012).

Le niveau et le type de contamination influence la phytotoxicité des polluants (dans
Certains cas, la croissance ou la survie des plantes peut étre réduite) (Bert, 2012).

Probléme de multi-pollutions qui limite le choix des plantes (Rudolph, 2010).
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I11. Cleome amblyocarpa:

I11.1. Systématique :

Les Cleomaceae sont une petite famille de I'ordre des Brassicales, comprenant plus de
300 espéces appartenant a 17 genres selon I’APG III dont: Cleome, Cleomella, Dactylaena,
Haptocarpum, Justago, Peritoma, Podandrogyne, Polanisia et Wislizenia (Aparadh et al.,
2012) Autrefois rattachées au Capparaceae, les plantes de la famille des Cleomaceae se
trouvent dans les régions tropicales et tempérées.

Ordre Famille Tribu Genre
Cleome
Akaniaceae
Cleomella
Brassicaceae
Dactylaena
C . .
apparaceae Dipterygieae o Haptocarpum
Brassicales »| Cleomaceae Cleomeae N Justago
Emblingiaceae Podandrogyneae Peritoma
Gyrostemonacea Oxystylideae Podandrogyne
Limnanthaceae Polanisia
Wislizenia

Fig.13: Arbre de phylogénie botanique du genre Cleome (Aparadh et al., 2012)

I11.2. Genre Cléome :

Le genre Cleome est le plus représenté dans cette famille avec 180 a 200 espéces qui
sont des sources importantes de medicaments traditionnels, de plantes alimentaires et utilisées

pour d’autres usages (Aparadh et al., 2012).

Ces plantes sont largement distribuées et la majeure partie est limitée aux régions
tropicales, ou on peut y trouver environ 150 espéces, en particulier en Asie du Sud-Ouest
(Aparadh et al., 2012 Raghavan et al., 1993). Il s'agit de plantes herbacées annuelles ou
vivaces. Les tiges sont pas ou peu ramifiées, glanduleuses pubescentes ou glabres. Les feuilles
sont simples ou palmatilobées comprenant entre 3-11 folioles. Les stipules sont absentes ou

écailleuses. Les fleurs sont zygomorphes a sépales persistants soudés a la base. Les pétales
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sont égaux. On compte de 4 a 6 étamines libres. L’ovaire est supére et uniloculaire. Les fruits
sont des capsules allongées déhiscentes par 3 valves, et contiennent de 4 a 25 graines

réniformes ou ovoides (Tucker et al., 2010 ).
111.3. Description de Cléome amblyocarpa Barr. & Murb

Le Cleome amblyocarpa Barr. & Murb est une espéce saharienne spontanée qui s'adapte aux
conditions climatiques et édaphiques de I'environnement désertique. C'est une plante vivace,
de la famille des Capparidaceae ramifiee, vert jaunatre, de 10 a 40 cm de haut, a I'odeur fétide
et désagréable. Tiges droites, feuilles trifoliolées. Feuilles lancéolées, fleurs pourpres et grand
nombre de fruits dans des capsules allongées et poilues (Ozenda, 1991 ; Quezel et Santa.,
1963).

Le "Netile" est considéré par les nomades comme une plante toxique provoquant des troubles
nerveux (Le Floc'h, 1983), c'est aussi une plante médicinale utilisée pour soulager la douleur.
Mélangée a Juniperus phoenicia, Hammada scoparium, elle traite les maux de téte, et
mélangée a Artemisia herba-alba, elle devient un traitement contre les nausées, les gastralgies,
les vomissements et les coliques (Molino, 2005). L'activité anti-inflammatoire de I'extrait de
feuille de C. amblyocarpa, observée in vivo comme in vitro, pourrait étre due a sa forte teneur
en flavonoides (19 %) (Bouriche et al., 2003 ; Bouriche et Arnhold, 2010).

Fig 14: plante Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.
(http://www.floraofgatar.com/cleome_amblyocarpa.htm)
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Fig 15: Gousses de Cleome amblyocarpa fig 16: Graines de Cleome amblyocarpa
(http://atlas-sahara.org/index/liens/liens.html)

I11.6. Propriétés biologique

111.6.1. Usages en médecine traditionnelle :

En Inde, Cleome chelidonii est utilisée contre les rhumatismes, comme antalgique
(maux de téte, otite) et antipyrétique (Parimalakrishnan et al., 2007), dans le traitement de
la colique, la dysenterie (Kirtikar et Basu., 1987) . Elle posséde également des propriétés

bénéfiques contre les maladies de la peau et comme vermifuge (Chopra et Nayar., 1992).

111.6.2. Usage ethnobotanique :

Agent Sédatif ; analgésique ; traitement gastrique ; anticolique ; anti-grippe ; anti-
vomissement ; agent diurétique ; contre les douleurs névralgiques ; contre les douleurs
rhumatismales ; agent hallucinogéne ; anti-inflammation ; anti- gale ; contre la fiévre
rhumatismale ; traitement des maladies du foie ; contre la diarrhée ; cicatrisant. (Unicer, 2005
; Baba Aissa, 2011).

111.6.3. Activités biologiques

Plusieurs recherches scientifiques s’intéressaient a étudier les propriétés biologiques et
pharmacologiques des espéces du genre Cleome, le tableau 5 récapitule la majorité des

activités liées aux différentes espéces de Cleome y compris la Cleome arabica (Madi, 2018).
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Tableau 5: Les activités biologiques du genre Cleome.(Madi, 2018).

Espéce

Activites biologiques

Référence

Cleome rutidosperma

Acitivité antalgique ; Activité anti-
inflammatoire ; Activité antipyreétique.

Bose et al., 2007

Cleome paradoxa

Activité Antidiabetique

Abdel-Sattar et al., 2009

Cleome iberica

Activité Antimicrobienne ; Activité
cytotoxique contre les cellules
cancéreuses du col de l'utérus ;
Activité antioxydante (DPPH)

Farimani et al., 2016

Cleome viscosa

Activité  antalgiqgue ;  Activité
antipyrétique ; Activité
antimicrobienne ; Anti-diarrhée ; Effet
antiémétique Effet hépato-protecteur.

Parimala Devi et al., 2003 ;
Sudhakar et al, 2006 ;
Parimala Devi., 2002 ; Gupta
& Dixit., 2009 ; Ahmed et al.,
2011

Cleome rosea

Inhibition de la production d'oxyde
nitrique (NO) ; Effet antioxydant en
protégeant le DNA plasmide

Simoes et al., 2006

Cleome droserifolia

Effet hypoglycémiant ; Activité anti-
athérogéne ; Activité anti-microbienne
; Effet diurétique ; Effet hépato-
protecteur ; Effet relaxant ; Effet
antihistaminique.

Wang & Ng., 1999 ; Khafagi &
Dewedar., 2000 ; Fushiya et
al., 1999 ; Abdel-Kawy et al.,
2000 ; El-Shenawy., 2006 ;
Abdel-Kader., 2009

Cleome arabica

Activité antagoniste ; Activité
antifongique ; Effet allélopathique ;
Activité anti-inflammatoire ; Anti
alimentation ; Effet insecticide ; Effet
anti-hyper cholestérolémique ;
Activité anticancéreuse

Goudjala et al., 2014 Ladhari
etala & b., 2013 Bouriche et
al., 2005 ; Samout et al., 2015
Tigrine et al., 2013

Cleome gynandra

Inhibition de la production des ROS
(sous condition de stress) ; Activité
anticancéreuse ; Activité antioxydante
(piégeage des radicaux libres) ;
Activité anti-inflammatoire.

Uzilday et al., 2012 ; Bala et
al., 2012 ; Moyo et al., 2013 ;
Narendhirakannan et al., 2007

Cleome africana

Activité antioxydante (piégeage du
radical libre ABTS)

Tawaha et al., 2007

Cleome Turkmena

Activité  antioxydante ; Activité
antibactérienne ; Activité antifongique

Farjam et al., 2014

Cleome felina

Activité anticancéreuse

Joseph et al., 2014
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IV. Germination

IV.1. Définition de la germination

La germination comprend les événements qui commencent par I'absorption d'eau par la
graine seche et se terminent par I'allongement de I'axe embryonnaire. Le signe visible que la
germination est compléte est généralement la péenétration des structures entourant I'embryon
par la radicule ; le résultat est souvent appelé germination visible. Les événements ultérieurs,
y compris la mobilisation des principales réserves de stockage, sont associés a la croissance
du plant. Pratiquement tous les événements cellulaires et métaboliques connus avant la
germination des graines non dormantes se produisent également dans les graines dormantes
imbibées ; en effet, les activités métaboliques de ces derniéres ne sont souvent que
subtilement différentes de celles des premiéres. Ainsi, une graine dormante peut accomplir
pratiquement toutes les étapes métaboliques requises pour achever la germination, mais pour
une raison inconnue, lI'axe embryonnaire (c'est-a-dire la radicule) ne s'allonge pas (Bewley et
Black, 1994).

On distingue deux types de méthodes de germination présentées par les graines au cours
de leur développement en une plante mature, la germination épigée et la germination

hypogée (Kumar, Srinibas. 2015).

La différence principale entre ces deux types est que les cotylédons s’émergent du sol
pendant la germination épigée, tandis que dans la germination hypogée, les cotylédons
restent a l'intérieur du sol. Cela signifie que I'hypocotyle présente un allongement plus
important de la germination de I'épigée alors que I'nypocotyle est court en germination de

I'nypogée (Kumar, Srinibas. 2015).

Get:ming:\tion Germination
épigee hypogée
Hypocotyle <«—Plantule
Sol S~
| “~
®)e P .+ J ®
t /"K Poils / T Poils
Graine Radicule racinaires [ (e

Figl5. Schéma de la germination épigée et hypogée (Germination-fr.svg, 2019).
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IV .2. Morphologie et physiologie de la germination
IV.2.1. Morphologie de la germination

La graine est constituée de plusieurs types de tissus d’origines différentes, I’embryon et
I’album en sont issus de la fécondation (Nouara, 2007). L’embryon, qui représente 1’¢lément
principal de la graine, est totalement recouvert de 1’albumen, c’est la zone de stockage des

réserves nécessaires au développement de la plantule (Anzala, 2006).

Les phénomenes morphologique de la germination débutent toujours par la sortie de la
radicule qui perce le tégument, se recourbe et s’implante dans le milieu ; la tigelle ne se

dégage que plus tard (Ozenda, 2006).
IV.2.2. Physiologie de la germination

Lors de la germination, la graine s’imbibe d’eau et se gonfle, le tégument se fend et la
radicule émerge et s’oriente vers le milieu (sol) selon un géotropisme positif. Puis, la tigelle
émerge et s’allonge vers le haut. Les téguments de la graine se dessechent et tombent (Meyer

et al ; 2004).

IV .3. Phases de germination

Il est ainsi démontré que la germination comprend trois phases successives (figure 1) :
la phase d'imbibition, la phase de germination stricto sensu et la phase de croissance. On
retrouve ces trois mémes étapes pour l'activité respiratoire. Jusqu'a la fin de la phase de
germination stricto sensu, la semence peut étre déshydratée sans étre tuée, mais lorsque la
radicule a commencé sa croissance, la déshydratation est fatale. Aprés trois heures
d'imbibition, une période de déshydratation n'est pas dommageable aux semences de Festuca
arundinacea Festuca rubra , Phleum pratense , Onobrychis sativa, Trifolium pratense et
Achillea millefolium , et n'a pas de conséquence sur la vitesse et la capacité de germination

ultérieures (Bayard ,1991) .

En outre, la germination stricto sensu et la croissance sont deux phénomenes qui ne sont
pas sensibles de la méme facon aux mémes facteurs. C'est cette profonde transformation
physiologique irréversible qui caractérise le mieux la germination pour de nombreux auteurs.

Des differents mecanismes physiologiques qui entrent en jeu dans le processus de
germination, c'est la phase de germination stricto sensu qui est la plus importante car elle
conditionne la croissance ultérieure. Lors des tests de germination, il est néanmoins difficile

de savoir a quel moment cette phase est terminée. C'est pourquoi la percée des enveloppes par
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la radicule ou l'allongement de celle-ci sont couramment utilisés pour déterminer que la
semence a germé (Come, 1982). La semence germe lorsque la radicule fait au moins 1 mm
de long (Jordan et Haferkamp, 1989).

A

Phase 111

Phase 11

\

Phase [ Percéfr de la
radicule

-

Fig. 16 : Absorption deau par la semence au cours de la germination et du début
d'allongement de la radicule. Phase I : imbibition. Phase Il : reprise de I'activité métabolique
et initiation de la croissance, aboutissant a la percée de la radicule au travers du tégument.

Phase 111 : croissance de la radicule ( Bewley et Black, 1994).

IV .4. Conditions de la germination
IV.4.1. Condition interne de la germination
IV.4.1.1 viabilité de graines

Toute graine; méme normalement constituée ; n’est pas indéfiniment viable ; les
échanges avec le milieu extérieur, si réduits soient-ils, existent cependant.la graine vieillit
donc. On peut, a condition de prendre certaines précautions, conserver des noix plusieurs
mois avant le semis (Henry Pierre ,1951).

1V.4.1.2 Maturité physique

Les graines doivent étre mures physiquement, c¢’est-a-dire, que I’albumen et 1’embryon

doivent avoir atteint leur complet développement (Henry Pierre ,1951).
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IV.4.1.3 La maturité physiologique

Cette condition est totalement indépendante de la précédente. dans la plupart des
végétaux cultivés, elle passe bien souvent inapergue parce qu’il arrive qu’elle soit réalisée en
méme temps que la maturité physique ou immédiatement apres la maturation physiologique
ne s’opere que lorsque les conditions externes de germination sont réalisées, et elle dure

plusieurs semaines ou plusieurs mois suivant les individus (Henry Pierre ,1951).

IVV.4.2. Condition externe de la germination

La graine exige la réunion des conditions extérieures favorables a savoir 1’eau,
I’oxygene, la température et la lumiére.
°L’eau

Elle est absolument nécessaire, en son absence, la graine reste séche et peut conserver
longtemps sans changer d’état liquide (Chaussat et al., 1975).
*[.’oxygeéne

En méme temps que I’imbibition, on constate que les graines qui étaient en vie ralentie,
se remettent a respirer. Selon (Soltner, 2007) 1’oxygene est indispensable a la germination.
Une faible quantité d’oxygéne peut étre suffisante pour permettre la germination. (Mazliak,
1982).
*La température

La température compatible avec la germination s’inscrit dans une gamme assez large
(sous réserve que la semence ne soit pas dormante) (Heller et al., 2006).
e La lumiére

La lumiére agit de maniere différente sur les especes. Elle inhibe la germination des
graines a photosensibilité négative et stimule celles-ci & photosensibilité positive (Anzala,

2006). Les especes indifférentes a la photosensibilité sont rares (Heller et al., 1990).

En conclusion, humidité, chaleur, oxygénation et exposition a la lumiere sont les

maitres mots d’une germination efficace (Brahimi ,2017).
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IV. 5. Conditions de stockage des graines

Le stockage des graines dépendent de I’humidité de la graine. Une humidité de 8 a 9 %
est recommandée pour le stockage de longue durée (Winch, 2006). L’eau contenue dans les
graines existe sous deux formes : L’eau de composition, contenue a I’intérieur des cellules
végétales et 1’eau libre qui se trouve a la surface des cellules, dont une partie est absorbée
superficiellement par ces derniéres. C’est cette eau libre qui conditionne la conservation des
graines (Amari, 2014 in Brahimi ,2017).

IV.6. Différents obstacles de la germination
IV.6 .1. Inhibiteurs tégumentaires

Les enveloppes séminales qui entourent I’embryon constituent des obstacles plus ou
moins efficaces au passage de I’eau ou de 1’oxygéne et leur action sur la germination peut étre
importante. Les téguments sont dégradés dans le sol grace aux conditions climatiques tel que
le gel, les incendies le lessivage par de 1’eau ou les animaux : les techniques de scarification et

de lixiviation sont les plus courantes (Bewley et Black, 1994).
IV.6.1.1. Imperméabilité a I'eau

Il existe des semences qui ne peuvent pas germer parce que leurs enveloppes ne laissent
absolument pas passer I'eau. En milieu humide, ces semences ne gonflent pas, restent seéches

et résistent a I'écrasement. C'est pourquoi elles sont appelées semences dures.

Les especes a semences dures sont couramment rencontrées chez les légumineuses
(Ceésalpiniées, Mimosacées et Papilionacées). Les semences deviennent dures pendant la
phase de déshydratation, en fin de maturation.

Pour éviter des traitements ultérieurs destinés a augmenter le taux de germination, il faut
récolter tres tot les semences qui n'‘ont pas encore de téguments durs ( Nokes, 1986). Mais les

graines deviendraient plus dures avec le temps (Vora (1989).
IV.6.1.2. Imperméabilité a I'oxygene
Les céréales (blé, orge, avoine) constituent I'exemple classique d'espéces dont la

germination des semences est inhibée du fait de I'impermeabilité des téguments a I'oxygéne.

De nombreuses autres plantes montrent le méme probléme (Dorne, 1977).
Les semences fraichement récoltées de ces espéces ne germent pas ou tres mal a des
températures superieures a 25°C, elles sont dites dormantes. L'imperméabilité des enveloppes
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séminales a I'oxygéne est variable suivant les especes. C'est en effet la structure anatomique
des enveloppes qui détermine leur perméabilité a I'oxygéne. Pour les semences non imbibées
il existe deux sortes de structures qui ne permettent pas le passage de I'oxygene (Come,
1982):

- une structure non poreuse, ou les cellules qui constituent I'enveloppe sont toutes
jointives ;

- une structure poreuse, mais recouverte d'une couche superficielle imperméable (du
mucilage par exemple).

Lorsqu'une graine est imbibée, I'oxygéne doit traverser les enveloppes en se dissolvant
dans I'eau d'imbibition. Ainsi, plus les enveloppes sont minces, plus le débit d'oxygéne vers
I'embryon peut étre important. Cependant, la présence fréquente de composés phénoliques
dans les enveloppes diminue la quantité d'oxygene disponible pour I'embryon. En effet, ces
composés qui se dissolvent dans I'eau d'imbibition se comportent comme un véritable piége a
oxygene car ils s'oxydent en présence de ce gaz sous l'action de polyphénoloxydases (Come,
1967).

MILIEU EXTERIEUR

O, dissous

enveloppe :\5 0, fixé

+ O, disponible
EMBRYON

Fig.17 : Schéma du mécanisme de I'apport d'oxygene a I'embryon, a travers les enveloppes
séminales imbibées qui renferment des composes phénoliques (Come, 1967).
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IV.6. 2. Dormance embryonnaire

La dormance des semences a été définie comme I'incapacité d'une graine viable a
germer dans des conditions favorables (Bewley, 1997; Finch-Savage and Leubner—
Metzger, 2006).

La dormance des semences de plantes est un caractere tres complexe qui est déterminé
par divers facteurs endogenes et exogenes ; ce sujet a souvent été decrit comme l'un des
phénomeénes les moins bien compris de la biologie des semences (Bewley 1997 ; Finch-
Savage & Leubner-Metzger 2006).

La dormance des semences retarde ou empéche les processus de germination méme

dans des conditions de germination idéales
Il existe deux types de dormance embryonnaire :

- la dormance embryonnaire primaire, qui s'installe au cours du développement de la

semence

- la dormance embryonnaire secondaire, qui correspond a la perte de I'aptitude a germer
lorsque l'embryon, a I'état imbibé, est placé dans des conditions incompatibles avec sa

germination (températures trop élevées, manque d'oxygéne, présence de lumiére).

L'induction de la dormance secondaire, qui se met en place chez les embryons qui, au
départ, ne sont pas dormants, s'intensifie a I'approche de la saison froide pour Scabiosa
atropurpurea L et protége les semences d'une reprise de l'activité métabolique au moment ou
les conditions climatiquesne sont pas favorables au développement des plantules (Mineau,
1987).
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V. Matériel et méthodes

V.1. Objectif

L’objectif de ce travail est d’étudier ’effet de plomb sous forme de nitrate du plomb
[Pb(NO3)2] sur le taux de germination final, la cinétique de germination, la longueur des
radicelles et des tigelles, I’indice de tolérance et le pourcentage de phytotoxicité de Cleome

amblyocarpa Barr. & Murb.
V.2. Site d’étude : Site expérimental

L’essai a été réalisé au niveau de laboratoire de biodiversité et de conservation des eaux
et des sols de la Faculté des sciences exactes et informatique Site 2 —Zaghloul ; wilaya de
Mostaganem.

U'r’\'ivers_ité de
S

iMostaganem,-ISite 5/\

Fig. 20: Localisation de Faculté des sciences exactes et de I'informatique Université de
Mostaganem - Site 2 (Google earth 2020).
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V.3. Matériel végétal :

Graines de Cleome amblyocarpa : Les graines utilisées sont récoltées depuis juin 2019,
sur un site tracé par une route nationale RN6, dans le district dEL BAYADH situé a

(33°54'54.21"N, 0°12'20'59"E ; Sud-Est de I'Algérie), dans les hautes plaines steppiques du
Sud-OQuest de I'Algérie (Figure. 21).

Spain Mediterranean Sea

Algiers

Mostaganem

Site (Cleome)
-F 33°64'64,21"N
i . 0071220,59°E
: District -’
;soof
:'El Bayadh:

Morocco

Algeria

Fig. 22: A-Cleome amblyocarpa Barr. & Murb; B- gousses; C- graines.
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V.4. Protocole expérimental
V.4.1. Traitement des graines

Le traitement des semences est effectué au cours du mois de décembre 2019 au
laboratoire de biodiversité et de conservation des sols et des eaux de I'Université de

Mostaganem.

Les graines de Cléome amblyocarpa Barre & Murb, sont lavées avec 1’hypochlorite de
sodium a 8° pendant 10 min pour éliminer toute contamination fongique, puis rincées
abondamment avec ’eau distillée 03 fois pour supprimer toutes traces de I’hypochlorite de
sodium. Pour faciliter la germination, les graines sont imbibés dans de 1’eau distillée pendant
24 heures, et mises a germer dans des boites de Pétri en plastique stériles, munies de deux
couches de papier filtre stérile a raison de 20 graines par boite et cing répétitions par
traitement. Chaque boite a recu 10 ml de I’eau distillée pour graines témoins et le méme
volume pour les graines stressées par le plomb a différentes concentrations (50, 100, 150, 200
et 250 ppm). Ensuite, Les boites sont placées a I’obscurité dans une étuve réglée a une

température de 26°C. Les semences sont suivies toutes les 24 h durant quinze jours.

Fig. 23 : Lavage des graines avec 1’hypochlorite de sodium 8°.
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D NS

Fig. 24: Rincage et Imbibition des graines dans 1’eau distillée

V.5. Mise en germination

Aprés avoir éeté stérilisées, les graines de Cleome ont été mises a germer dans le noir
dans une étuve réglée a 26°C, pendant quinze (15) jours, chaque jour les graines sont retirées,
comptées pour déterminer les graines ayant germé, puis remises a germer a nouveau. Le
critere de la percée de la radicule a été adopté pour évaluer la germination des graines. Dés
que la radicule des graines de couleur blanchatre sort hors du tégument, la graine est
comptabilisée comme étant une graine germée. Ces dénombrements sont répétés chaque jour

pendant toute la durée de 1’expérimentation.

Fig. 25 : dispositif expérimental.
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Fig. 26 : Germination des graines de Cleome amblyocarpa Barr & Murb.
V.6. Préparation de solution

Pour préparer une solution aqueuse de nitrate de plomb Pb (NO3), de masse
molaire 331,2 g/mol, de différentes concentrations allant de 0 jusqu’a 250 ppm, il ya deux

méthodes : par dissolution de cristaux ou par dilution d’une solution concentrée initiale.

—» Dosel:0 —> 0g/L )
> Dose2:50 —p» 0.08g/L
» Dose 3:100 0.16g/L
» Dose 4 :150 :: 0.24g/L > > repétitions
> Dose5:200 ==» 0.329/L
L > Dose6: 250 - 0.40g/Lj

42



Chapitre V Matériel et méthodes

V.7. Parametres analysés
V.7.1. Taux de germination final

Le taux de germination final a été calculé par le rapport du nombre de graines germées

sur le nombre total de graines rapporté a 100 (Tanveer et al., 2010).

TG(%) = (Graines germées) X 100
o (Nombre total des graines)

V.7.2. Cinétique de germination

Elle est exprimée en pourcentage quotidien de graines germées par rapport au nombre
total de graines par boite de Pétri (%) (Mazliak, 1981).

Le taux de germination relatif (TGR) et la longueur des radicules et des tigelles ont été
mesurés, ainsi que le rapport entre eux.

TGR (pourcentage de germination graines traitées)

(pourcentage de germination graines témoins)

V.7.3. Longueur des radicules et des tigelles

L’élongation radiculaire a été évaluée par des relevés des longueurs radiculaires a I’aide de
papier millimetre de six graines par boite tous les 2 jours pour évaluer la croissance de la plantule
en réponse au stress. Les mesures de ce paramétre sont effectuées a partir du 3éme jour de
I'expérience jusqu'a la fin de ’expérience.
V.7.4.Indice de tolérance (1.T.)

Il a été calculé selon la formule donnée par Igbal et Rahmati (1992).

LT - (longueur de la radicule traitée)

" (longueur de la radicule témoin)
V.7.5. Pourcentage de phytotoxicité (P.P.)

Le pourcentage de phytotoxicité a été calculé selon Chou et Lin (1976) et Ray et
Banerjee (1981).

(Longueur radicule témoin — Longueur radicule traitée)

PP = X100

(Longueur radicule témoin)
V.7.6. Analyse statistique

Les resultats obtenus sont soumises a une analyse statistique, a une analyse de la
variance (ANOVA), les moyennes et les écarts type sont aussi calculés a 1’aide du logiciel R
version 3.5.3 (2018-12-20).
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V1. Résultats et discussion

VI. 1. Effet du plomb sur le taux de germination des graines de Cleome amblyocarba
Barr. &Murb

Les résultats obtenus montrent que le taux de germination des graines de Cleome
amblyocarba est supérieur a 45% pour toutes les doses appliquées de nitrate de plomb (0, 50,
100, 150, 200 et 250 ppm). Les valeurs les plus élevées de taux de germination des graines de
Cleome amblyocarba sont enregistrées dans les graines témoins avec un taux de 55% et les
graines traitées avec 200 ppm avec un taux de 57%. L analyse statistique montre une diminution
non significative avec une probabilité qui est égale 0,8 (P > 0,05) ou les valeurs suivantes sont

enregistrees : 51, 49, 54 et 49% respectivement a des concentrations de 50, 100, 150 et 250
ppm (Fig.27).
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Fig. 27 : Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur le taux de germination des

graines de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.

V1.2. Effet du plomb sur la cinétique de germination des graines de Cleome amblyocarpa
Barr. &Murb

L'indice de germination montre que le taux de germination est significativement

diminué par rapport au témoin ou la probabilité est (P=0,043). La germination commence a

44



Chapitre VI Résultats et discussion

partir du 3°™ jour avec un taux de germination plus de 12% pour toutes les graines. Les

graines traitées a 0, 150 et 200 ppm de Pb germent plus rapidement et atteignent un taux de
germination final le 7e jour avec des valeurs de 55 %, 54 % et 57 % respectivement. Une
germination plus lente est enregistrée dans les graines de Cleome amblyocarpa traitées a des
doses de 50, 100 et 250 ppm de Pb avec des valeurs de 51 %, 49 % et 49 % respectivement.
Une germination constante est constatée jusqu'au 15e jour, apres sept jours de germination
(Fig. 28).
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Fig. 28 : Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur la cinétique de germination des

graines de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.

V1.3. Effet du plomb sur le taux de germination relatif (TGR) :

Les résultats correspondant au TGR montrent que l'effet du plomb a différentes
concentrations : 50, 100, 150, 200 et 250 ppm, avec des valeurs respectives de 1,04, 0,9, 1,
1,14 et 0,98, ne réduit pas de maniere significative (P= 0,936) la vitesse relative de
germination des graines de Cleome amblyocarpa, méme avec une augmentation des
concentrations de nitrate de plomb (Fig.29) .
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Fig. 29 : Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur le taux de germination relatif de

Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.

V1.4. Effet du plomb sur la longueur des radicules des plantules de Cleome amblyocarpa
Barr. &Murb

Apres 15 jours d'exposition des graines de Cleome amblyocarpa & des concentrations
croissantes de Pb, les résultats de I'analyse statistique des longueurs des radicules révelent une
diminution tres significative (P=0,000) pour les doses 50, 100, 150, 200 et 250 ppm de Pb par
rapport au témoin. Les longueurs des radicules sont évaluées respectivement a 0,75, 0,46,
0,25, 0,15 et 0,16 cm par rapport au contréle ou la longueur maximale est estimée a 1,80 cm
(Fig. 30).
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Fig. 30 : Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur la longueur des radicules des

plantules de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.
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V1.5. Effet du plomb sur la longueur des tigelles de Cléomé amblyocarpa :

Par rapport au témoin, ou la longueur des tigelles est estimée a 2,81 cm, les plantules de

Cleome amblyocarpa présentent une diminution de la longueur des tigelles ; aprés 15 jours

d'exposition a différentes concentrations de Pb (50, 100, 150, 200 et 250 ppm) avec des

valeurs de 2,06, 1,36, 0,99, 0,73 et 0,67 cm respectivement . Ces résultats montrent que le

stress métallique exerce un effet sur la croissance des tigelles de Cleome amblyocarpa,

entrainant une diminution trés significative ( P<0,001) de la longueur de la partie aérienne en

fonction de I'augmentation des concentrations de Pb (Fig. 31).
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Fig. 31 : Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur la longueur des tigelles de

V1.6. Effet du plomb sur le rapport radicules/tigelles de Cleome amblyocarpa :

Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.

Selon les résultats présentés a la figure 32, les graines de Cleome amblyocarpa traitées

a différentes concentrations (0 a 250 ppm) de Pb, ont une diminution trés significative de ce

parameétre par augmentation de la concentration (P=0,000).

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Rapport Radicule /Tigelle

<«

N\

N\

—

\/‘

&
&

<& <& <& <& &
fF & & &L
NN N R R N\
N N

Concentration de plomb [ppm]

Fig. 32 : Effet du plomb sur le rapport radicule/tigelle de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.
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V1.7. Effet du plomb sur I'indice de tolérance (1.T) de Cleome amblyocarpa

Les résultats montrent que la présence de Pb a différentes concentrations a un impact
positif sur I'indice de tolérance (I1.T) de Cleome amblyocarpa, entrainant une diminution tres
significative ou la probabilité est égale (P=0,000). L'indice de tolérance le plus élevé de
Cleome est obtenu dans les graines traitées a 50 et 100 ppm de Pb avec des valeurs de 42,25,
27,42 % respectivement. La diminution de ce paramétre est enregistrée dans les graines
stressées a 150, 200 et 250 ppm avec des valeurs de 14,83, 8,95 et 9,23 % respectivement par

rapport au témoin.
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Fig. 33 : Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur l'indice de tolérance (1.T) de

Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.

V1.8. Effet du plomb sur le pourcentage de phytotoxicité (P.P) du Cléome amblyocarpa :

Les résultats de I'effet toxique de différentes concentrations de plomb (50, 100, 150, 200
et 250 ppm) sur I’¢longation des radicules du Cléome (fig.31) montrent une augmentation trés
significative du pourcentage de phytotoxicité (P.P) par incrément des niveaux de
concentration de Pb avec une probabilité qui est égale (P=0,000; P<0.05). Les valeurs
observées sont (57,75, 72,58, 85,17, 91,05 et 90,77 %) respectivement.
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Fig. 34: Effet du plomb (0, 50, 100, 150,200 et 250 ppm) sur le pourcentage de phytotoxicité
(P.P) de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb.
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Discussion générale

L'étude de l'effet du Pb sur le taux de germination montre une diminution non
significative sur la germination des graines de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb. Cependant,
la germination des graines de Cleome semble étre plus tolérante au Pb, méme a des
concentrations élevees de Pb. Les polluants métalliques présentant des teneurs élevées dans le
sol (As, Sh, Pb, Cu et Cd) ont causé des dommages physiologiques plus ou moins marqués
chez plusieurs espéces végeétales (Annabelle, 2012). Les résultats de ces travaux sont résumés
par Kranner et Colville (2011) qui affirment qu’a de fortes concentrations les métaux
entrainent un déclin des taux de germination, mais cette derniére n’est jamais compleétement
inhibée.

L'effet négatif des métaux sur la germination des graines a été signalé par différents
auteurs (Mathur et al., 1987 ; Igbal et Mehmood, 1991 ; Athar et Masood, 2002 ; Li et al.,
2005 ; Datta et al., 2011). Le plomb a des effets néfastes sur la germination et la maturation,
méme au niveau micromolaire (Kopittke et al., 2007). Muhammad et al., (2008) ont
enregistré un effet toxique sur la germination des graines de leucocephala. L de divers
traitements au plomb a 25, 50, 75 et 100 ppm. Kalimuthu et Siva (1990) ont constaté une
réduction de la germination des semences dans le mais (Zea mays) traité avec 20, 50, 100 et
200 pug mL-1 d'acétate de plomb. Le taux de germination et la longueur des pousses de
Paulownia fortunei ont généralement diminué lorsque la concentration de Pb, Zn, Cu et Cd
dans les milieux de culture a augmenté. Cependant, les effets négatifs des traitements au Pb,
Zn, Cu et Cd avaient une grande différence. Les traitements au Cd n'ont presque pas eu
d'effets négatifs sur le taux de germination et la longueur des pousses, et les traitements au Pb

ont également eu peu d'effets négatifs (Wang et al., 2010).

L’inhibition de la germination des graines sur sol pollué peut étre due au pH extréme et
a la capacité des ETM a se lier aux groupements soufrés de certains acides aminés ce qui

entrainerait une inhibition de I’activité des enzymes essentielles. (Vernay et al., 2009).

Le traitement du blé (Triticum aestivum) avec du plomb a 1, 2, 5, 10 et 20 mM a réduit
le processus de germination, montrant une réduction progressive de la germination avec

l'augmentation de la concentration (Hasnain et al., 1995).

Le plomb a un effet inhibiteur dans le processus de germination des graines de
nombreuses especes vegétales (Pandey et al., 2007). La vulnérabilité de la germination
devrait étre associée aux niveaux d’accumulation réelle des polluants qui interférent avec les

voies métaboliques dans les tissus de la graine (Mihoub et al., 2005).
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L'effet majeur du Pb est observe sur I'inhibition des enzymes de germination telles que
la protéase et l'amylase qui sont synthétisées pendant la germination. La stimulation de
I’activité protéasique étant I’événement amorce de la libération des acides aminés, il serait
probable que les effets de Cd et Cu soient la conséquence d’une action inhibitrice, directe
et/ou indirecte sur la protéolyse (Mihoub et al., 2005). , Ce qui va inhiber plusieurs processus
cellulaires, y compris photoinhibition dans le chloroplaste, les mécanismes de défense, la mort
cellulaire programmeée et la photomorphogenése dans le développement des plantes (Estelle,
2001).

Pandey et al., (2007) ont rapporté que les activités amylase et protéase diminuaient la
germination des graines de Catharan thusroseus sous une forte concentration de Pb.
Lamhamdi et al., (2011) ont observé que l'activité de I'amylase dans les graines de blé était
réduite avec l'augmentation du niveau de Pb. Cette inhibition pourrait montrer que les ions de
plomb remplacent les ions de calcium qui sont essentiels pour les activités de ces enzymes
(Lamhamdi et al., 2011).

Le plomb exerce un effet sur la croissance des radicules et des tigelles de Cleome
amblyocarpa Barr.& Murb entrainant une diminution tres significative, Ces résultats sont en
accord avec ceux de Hamad (2019) ou l'analyse statistique montre que la longueur des
radicules et des tigelles de Moringa oleifera L diminue trés significativement (P <0,001) en
fonction de I'augmentation des doses de plomb appliquées.

Le plomb a un effet inhibiteur plus important sur le développement de des plantules.
Cette observation indique une toxicité des ETM plus élevée dans les radicules, caractéristique
confirmée par les travaux de Prasad et Hagemeyer (1999), Par ailleurs, cette inhibition de
croissance peut étre causée par une carence en phosphore (Desnos, 2008 ; Lou et al., 2010),
un élément essentiel qui intervient dans les mécanismes d'élongation cellulaire (Reymond et
al., 2006) et dans I'activité du méristeme (Jain et al., 2007).

Les résultats dégagés de la présente étude sont cohérents avec ceux cités par Kranner
&Colville (2011), confirmant I’inhibition de la croissance radiculaire chez plus de 15 espéces
végétales en présence de concentrations croissantes de métaux (Cr, Cd, Cu, Zn, Pb, Ni et Hg).
L’analyse de 1’action spécifique des métaux sur la cinétique de croissance radiculaire montre
que, pendant la phase d’¢longation, le cadmium inhibe significativement la croissance. Cette
inhibition est d’autant plus importante que les concentrations en Cd sont en augmentation ce
résultat corrobore ceux trouves par Weigiang et al (2005) montrant que les concentrations en

Cu, Pb, Zn et Hg, qui entrainent une inhibition de la croissance des radicules d’Arabidopsis
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thaliana, n’inhibent pas la germination, contrairement au Cd qui inhibe la germination et la
croissance radiculaire a des concentrations similaires. revue ecolo

Une forte teneur en plomb inhibe la croissance des radicules (Obroucheva et al., 1998).
Sur de longues périodes, les traitements au plomb, méme a des doses non létales, peuvent
entrainer le developpement d'une nécrose au niveau des apex des radicules (Khan et
Frankland, 1983 ; Liu et al., 2000).

La croissance radiculaire est plus sensible aux métaux que la germination (Fatarna et
al., 2017),a cause de la présence de plomb dans le milieu (Islam et al., 2008).

Cette sensibilité s'est réduite par suite du rapport radicules / tigelles. El rasafi et al.,
(2016) ont signalé que la diminution du rapport raddicules/tigelles peut étre due a des
changements structurels et morphologiques des racines (absence de poils sur les racines,
croissance rabougrie et fibreuse des racines et épaississement ou brunissement des racines)

induits par le métal.

L'indice de tolérance examiné est faible a 150, 200 et 250 ppm par rapport au contrdle.
L'augmentation des concentrations de Pb a entrainé une diminution significative de la
tolérance a la toxicité du plomb de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb. La raison de cette
faible tolérance au plomb pourrait étre due a des changements dans le mécanisme
physiologique de la germination des graines et de la croissance des plantules (Shafik et al.,
2008). Shafiq et Igbal (2005) ont rapporté des résultats similaires pour la faible tolérance des
plantules de Cassia siamea a 100 ppm de traitement au plomb par rapport au contrdle.
L'augmentation des concentrations de Cd et de Zn a entrainé une diminution significative de
la tolérance a la toxicité des métaux des plants de haricots (Phaseolus vulgaris L.) et de blé
(Triticumaestivum L.) (El rasafi et al., 2016).

D'autre part, le paramétre de phytotoxicité du plomb indique que les concentrations les
plus faibles de Pb induisent une diminution de la phytotoxicité, tandis que les niveaux élevés
de Pb augmentent la phytotoxicité des radicules de Cleome amblyocarpa Barr. &Murb. Selon
Fernandes et Henriques (1991) et Woolhouse (1983), pour tout processus physiologique ou
métabolique, ce sont les seuils critiques de phytotoxicité, définis en termes d’accumulation
tissulaire, qui déterminent la sensibilité aux métaux lourds. Reveue ecolo. El rasafi et al.
(2016) ont rapporté que l'augmentation des niveaux de Cd augmentait significativement le
pourcentage de phytotoxicité sur la longueur des racines de haricots (Phaseolus vulgaris L.) et
de blé (Triticum aestivum L.), le pourcentage de phytotoxicité le plus faible étant observé a la
concentration la plus faible (14,92 et 44,58%) pour le blé et le haricot, respectivement. En ce
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qui concerne le Zn, les faibles doses (de 10 a 100 mg/l) étaient plus bénéfiques pour la
croissance du blé, tandis que les niveaux les plus éleves étaient tres toxiques pour les racines.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Gang et al., (2013), Habtamu et al. (2013) et
Shaikh et al. (2013) qui ont signalé que la phytotoxicité des métaux lourds sur les racines

diminuait a des concentrations plus faibles et augmentait a des concentrations plus élevées.

En général, le plomb est I’'un des métaux lourds qui causse de multiples effets sur le
développement et la morphologie des especes végétales (Bhushan et Gupta, 2008 ; Islam et
al., 2008 ; Shafiq et al., 2008 ; Aydinalp et Marinova, 2009 ; Farooqi et al., 2009 ; Heidari
et Sarani, 2011).
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Conclusion :

Notre mémoire s’inscrit dans le cadre général de la phytoremédiation. Il a eu pour
objectif la caractérisation des parameétres de la germination des graines et la caractérisation de
la croissance du Cleome amblyocarpa Barr. & Murb sous stress meétallique, et sur I’évaluation
des capacités de tolérance et de défense de ce dernier pour étre utilisé dans la dépollution des

sols contaminés.

Le plomb pose actuellement des problémes importants en matiére de contamination de
I’environnement. Les plantes, du faite de leur immobilité, sont particulierement vulnérables a

I’effet délétere de ce contaminant.

Ces derniéres années, le développement de techniques efficaces pour décontaminer les
sites pollués est devenu indispensable. L’une d’clle, la phytoremédiation qui exploite les

propriétés de certaines plantes a tolérer et accumuler de grandes quantités de métaux lourds.

La germination des graines est un ensemble de processus métaboliques aboutissent a
I’émergence de la radicule. Ce stade de développement est considéré comme une étape
critique dans 1'établissement des semis et ainsi la détermination d’une production agricole

réussie.

Cette étude consiste a déterminer 1’impact du plomb a différentes doses (0, 50, 100, 150,
200, 250 ppm) sur la cinétique du taux de germination et I'élongation des radicules et des
tigelles des graines, Cinétique de germination, indice de tolérance (1.T.), Pourcentage de
phytotoxicité (P.P.) de Cléome amblyocarpa Barr. & Murb, car la germination est la

premiere étape du développement des plantes dans des milieux contaminé par ce métal.

Les résultats obtenus indiquent que I’exposition les graines du Cléome amblyocarpa
Barr. & Murb, a différentes doses du plomb affecte son processus germinatif, qui se traduit
par une diminution non significative du taux de germination des graines traités par le plomb a
différentes concentrations par rapport au témoin ou le taux de germination est égale 55%, car
le plomb a un effet inhibiteur dans le processus de germination des graines de nombreuses
especes vegetales. L'effet majeur du Pb est observé sur l'inhibition de la germination des
enzymes telles que la protéase et I'amylase qui sont synthétisées pendant la germination, cette
inhibition pourrait montrer que les ions plomb remplacent les ions calcium qui sont
essentielles pour les activités de ces enzymes. D’apreés ces résultats, nous pouvons déduire que

Cléome amblyocarpa Barr. & Murb a une forte potentialité vis-a vis au stress métallique.
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Perspectives :

Notre

travail de mémoire laisse entrevoir de nombreuses perspectives

d’expérimentations :

R/
L X4

X/
°

R/

Dans un premier temps et dans la continuité directe de cette étude, Il est
nécessaire d’effectuer I’effet du plomb sur les paramétres chimiques,
anatomiques de Cléome amblyocarpa pour comprendre les mécanismes de
toxicité du plomb mais également ceux de tolérance a ce métal.

Il sera important aussi de tester les capacités de tolérance du Cléome
amblyocarpa a d’autres métaux (Cd, Zn, Ni, Cu...), car il est rare qu’un milieu
soit pollué par un seul métal. De plus un phénoméne de compétition entre les
différents éléments métalliques pourra se produire permettant de déterminer les
« préférences » de la plante.

Il serait indispensable de faire d’autres études pour l'identification des genes
responsables de la tolérance au stress métallique.

Une expérimentation directe de Cléome amblyocarpa sur des sites pollués
exemple « friches industriels, zones de décharge public et station d’épuration »
serait nécessaire pour se rapprocher d’avantage des conditions naturelles dont
I’objectif est de proposer le Cléome comme plante phytoremédiatrice afin de
dépolluer et réhabiliter les sites pollués par les métaux lourds en Algérie.

Il serait en effet intéressant d’analyser 1’évolution de I’activité des enzymes

impliqué dans la réponse au stress métallique.
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ANNEXE N°1/ TAUX DE GERMINATION

function for error bars
> error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper, length=0.1,...){
+ if(length(x) !'= length(y) | Tength(y) !=length(lower) | Tength(lower)
!= length(upper))
stop("vectors must be same length")

) arrows (x,y+upper, x, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)
sem <- function(x){

sd(x)/sqrt(length(x))

# 1'écture du fichier texte(RGI8)

pb<-read.table("RGI8.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")

str(pb)
data.frame': 30 obs. of 4 variables:
$ Lead : Factor w/ 6 levels "dosel","dose2",..: 1111122222

SVVV A4+ V+++

$ REPETITION: int 12 34512345 ...

$ DOSES :int 0000 O 50 50 50 50 50 ...

$ RG3I8 : int 35 50 70 55 65 65 60 40 55 35 ...
> my_sem <- tapply(pb$RG18,pb$Lead,sem)
> my_mean <-tapply(pb$RG18,pb$Lead,mean)
> ## graphe LR en fonction des Lead(RG]8)
> barplot(tapply(pb$RG1I8,pb$DOSES,mean) ,col = "grey",xlab = "Lead
concentration [ppm]",ylab = "Radicles length",main = "RG318")
> res<-aov(pb$rRGI8~pb$Lead)
> summary(res)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

pb$Lead 5 277 55.5 0.396 0.846
Residuals 24 3360 140.0
> TukeyHSD(res)

Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = pb$RGI8 ~ pbS$Lead)

$ pb$Lead”

diff Twr upr p adj
dose2-dosel -4.000000e+00 -27.13789 19.13789 0.9941295
dose3-dosel -6.000000e+00 -29.13789 17.13789 0.9644156
dose4-dosel -1.000000e+00 -24.13789 22.13789 0.9999932
dose5-dosel 2.000000e+00 -21.13789 25.13789 0.9997889
dose6-dosel -6.000000e+00 -29.13789 17.13789 0.9644156
dose3-dose2 -2.000000e+00 -25.13789 21.13789 0.9997889
dosed4-dose2 3.000000e+00 -20.13789 26.13789 0.9984887
dose5-dose2 6.000000e+00 -17.13789 29.13789 0.9644156
dose6-dose2 -2.000000e+00 -25.13789 21.13789 0.9997889
dose4-dose3 5.000000e+00 -18.13789 28.13789 0.9838335
dose5-dose3 8.000000e+00 -15.13789 31.13789 0.8887499
doseb-dose3 -7.105427e-15 -23.13789 23.13789 1.0000000
dose5-dose4 3.000000e+00 -20.13789 26.13789 0.9984887
dose6-dose4 -5.000000e+00 -28.13789 18.13789 0.9838335
dose6-dose5 -8.000000e+00 -31.13789 15.13789 0.8887499
> noms<-unique(pb$DOSES)
> #barplot
> barx <- barplot(my_mean, )
+ names.arg=noms, main = "",
+ col = "grey",
+ xlab = "Lead concentration [ppm]"',
+ ylab="Germination[%]")
> error.bar(barx, my_mean, my_sem)



ANNEX N°2: CENITIQUE DE GERMINATION

> pb<-read.table("CRG.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")

> tmp<-c(rep(0,5),rep(50, 5) rep (100, 5) rep (150, 5) rep(ZOO 5),rep(250,5))
> pb[,2]<-tmp

> co1names(pb)[co1names(pb)==“REPETITION"] <-"Doses"

> Tibrary(reshape2)

> pbl<-melt(pb[,2:6], id.vars = "Doses")

> names(pb1)<—c( Doses","Jours" "pb™)

> res<-aov(pbl$pb~as. character(pb1$Doses))

> summary(res)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
10307 2.375 0.0432 *

as.character(pbl$boses)
Residuals

Signif.

> TukeyHSD(res)

codes:

0 Ededede? 0.001 bk

5 51534
114 494644

4339

> 0.01 “*’ 0.05 “.

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

0.1 1

Fit: aov(formula = pbl$pb ~ as.character(pbl$Doses))

$ as.character(pbl$poses)"”

diff Twr upr p adj
100-0 26.25 -34.132154 86.63215 0.8057983
150-0 38.25 -22.132154 98.63215 0.4469091
200-0 49.75 -10.632154 110.13215 0.1690918
250-0 61.75 1.367846 122.13215 0.0418983
50-0 15.25 -45.132154 75.63215 0.9775509
150-100 12.00 -48.382154 72.38215 0.9924085
200-100 23.50 -36.882154 83.88215 0.8687020
250-100 35.50 -24.882154 95.88215 0.5318685
50-100 -11.00 -71.382154 49.38215 0.9949371
200-150 11.50 -48.882154 71.88215 0.9937691
250-150 23.50 -36.882154 83.88215 0.8687020
50-150 -23.00 -83.382154 37.38215 0.8787452
250-200 12.00 -48.382154 72.38215 0.9924085
50-200 -34.50 -94.882154 25.88215 0.5633547
50-250 -46.50 -106.882154 13.88215 0.2312968
> #function for standard error of the mean
> sem <- function(x){
+ ; sd(x)/sqrt(length(x))
+
> error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper,
+ if(length(x) != length(y) | leng
I= length(upper))
+ stop("vectors must be same length")
+ ; arrows(x,y+upper, x, y-lower, angle=90, code=3,
+
> my_mean <- tapply(pbl$pb,pbl$Doses,mean)
> ## my_sd<-tapply(pbl$pb,pbl$Doses,sd)

Tength=0.1,...){

th(y) !=length(lower) | Tength(Tower)

> my_sem<-tapply(pbl$pb,pbl$Doses, sem)
> #barplot
> barx <- barplot(my_mean,

+
main

VVVVVVYV++

main =

"Rate germination",

xlab = "Time ((pays)",

ylab='Germination ')
error.bar(barx, my_mean,
xx<-pb[,c(-1)]

J1<-tapply(xx$TGl, xx$Do
J12<-tapply (xx$TG2, xx$Do
J13<-tapply (xx$TG3, xx$Do
J4<-tapply (xx$TG4, xx$Do
J15<-tapply (xx$TG5, xx$Do

my_sem)

ses,
ses,
ses,
ses,
ses,

mean)
mean)
mean)
mean)
mean)

Tength=Tength, ...)

### a changer dans

### a changer dans ylab



> J6<-tapply(xx$TG6, xx$Doses, mean)
> 17<-tapply(xx$TG7, xx$Doses, mean)
> J8<-tapply(xx$TG8, xx$Doses, mean)
> J9<-tapply(xx$71TG9, xx$Doses, mean)
> J10<-tapply(xx$TG10, xx$Doses, mean)
> J1l<-tapply(xx$TGll, xx$Doses, mean)
> J12<-tapply(xx$TG12, xx$Doses, mean)
> J13<-tapply(xx$TG1l3, xx$Doses, mean)
> J14<-tapply(xx$TG1l4, xx$Doses, mean)
> J15<-tapply(xx$TG1l5, xx$Doses, mean)
> yy<-data.frame(31,32,33,34,35,36,37,38,39,310,311,312,313,314,315)
> barplot(as.matrix(yy), main="Germination (%)", ylab="Germination (%)",
beside=TRUE, xlab = "Jours",
+ col=terrain.colors(7))
> legend("topleft", c("Oppm","50ppm","100ppm","150ppm","200ppm","250ppm"),
cex=0.9,
+ fill=terrain.colors(7))
> apply(yy,2,max)
J1 32 313 314 35 316 37 318 319 310 111 3112 3113 314 315
0 0O 26 51 55 55 57 57 57 57 57 57 57 57 57
> apply(yy,2,min)
1 32 33 34 35 316 317 318 319 310 311 312 313 314 315
0 O 12 34 43 43 46 49 49 49 49 49 49 49 49

> ww<-as.data.frame(t(yy))
> J2<-c¢(0,0,0,0,0,0,0)

> tmp<-rbind(31,ww)

> rownames (tmp) [1]<-"32"

> aa<-seq(1,14,2)

> ww<-tmp

> plot(ww$'0',col=1, ylim=c(0, max(ww)),type =
"o",pch=1,xaxt="n',yaxt="n",ann=FALSE)

> par(new=T)

> plot(ww$ 50 ,col=2,ylim=c(0, max(ww)), type =
"o",pch=2,xaxt="n',yaxt="n",ann=FALSE)

> par(new=T)

> plot(ww$ 100 ,col=3, ylim=c(0, max(ww)),type =
"o",pch=3,xaxt="n',yaxt="n",ann=FALSE)

> par(new=T)

> plot(ww$ 150 ,col=4, yTlim=c(0, max(ww)),type =
"o",pch=4,xaxt="n',yaxt="n",ann=FALSE)

> plot(ww$ 200 ,col=5, yTim=c(0, max(ww)),type =
"o",pch=5,xaxt="n',yaxt="n",ann=FALSE)

> par(new=T)

> par(new=T)

> plot(ww$ 250 ,col=6,ylim=c(0, max(ww)), type = "0",pch=7,xTab = "Time
(pays)",main = " ",ylab = "Germination (%)")

> legend("topleft", legend = colnames(ww), col =
c(1,2,3,4,5,6,"orange"),pt.cex = 1, cex = 0.8,text.col =
c(1,2,3,4,5,6,"orange"),pch =c(1,2,3,4,5,6,7))



ANNEX N°3 :TAUX DE GERMINATION RELATIVE

#function for error bars

> error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper, length=0.1,...){

+ if(length(x) !'= length(y) | Tength(y) !=length(lower) | length(lower)
!= Tength(upper))

+ stop("vectors must be same length")

+ ) arrows(x,y+upper, x, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)
+

> sem <- function(x){

+ sd(x)/sqrt(length(x))

+

> # 1'écture du fichier texte(RGR)

> pb<-read.table("RGR.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")

> str(pb)

ata.frame': 30 obs. of 4 variables:
Lead : Factor w/ 6 levels "dosel","dose2",..: 1111122222

d
$
$ REPETITION: int 1234512345 ...
$ DOSES :int 0000 0 50 50 50 50 50 ...
$ RGR : num NA NA NA NANA 1.9 1.2 0.6 10.5 ...
> my_sem <- tapply(pb$RGR,pbS$Lead,sem)
> my_mean <-tapply(pb$RGR,pb$Lead,mean)
> ## graphe LR en fonction des Lead(RGR)
> barplot(tapply(pb$RGR,pb$DOSES,mean) ,col = "yellow",xlab = "Lead
concentration [ppm]",ylab = "Germination rate [%]",main = "RGR")
> res<-aov(pb$RGR~pbS$Lead)
> summary(res)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

pb$Lead 4 0.154 0.0386 0.199 0.936
Residuals 20 3.872 0.1936
5 observations deleted due to missingness
> TukeyHSD(res)

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = pb$RGR ~ pb$Lead)

$ pb$Lead”

diff Twr upr p adj
dose3-dose2 -0.14 -0.9727193 0.6927193 0.9861104
dose4-dose2 -0.04 -0.8727193 0.7927193 0.9998948
dose5-dose2 0.10 -0.7327193 0.9327193 0.9961316
doseb-dose2 -0.06 -0.8927193 0.7727193 0.9994752
dose4-dose3 0.10 -0.7327193 0.9327193 0.9961316
dose5-dose3 0.24 -0.5927193 1.0727193 0.9071744
dose6b-dose3 0.08 -0.7527193 0.9127193 0.9983744
dose5-dose4 0.14 -0.6927193 0.9727193 0.9861104
dose6-dose4 -0.02 -0.8527193 0.8127193 0.9999934
doseb-dose5 -0.16 -0.9927193 0.6727193 0.9772714
> homs<-unique(pb$DOSES)
> #barplot
> barx <- barplot(my_mean, ]
+ names.arg=noms, main = "",
+ col = "grey",
+ xlab = 'Lead concentration [ppm]',
+ y1ab='REALTIVE RATE GERMINATION')
> error.bar(barx, my_mean, my_sem)



ANNEX N°4 : LONGUEUR DES RADICULES

> #function for error bars
> error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper, length=0.1,...){
+ if(length(x) !'= length(y) | Tength(y) !=1ength(1ower) | 1ength(1ower)

!= length(upper))
+ stop('"vectors must be same length™)
+ ) arrows(x,y+upper, x, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)
+
> sem <- function(x){
+ ) sd(x)/sqrt(length(x))
+
> # 1'écture du fichier texte(RJ10)
> pb<-read.table("R3J10.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")
> str(pb)
'data.frame': 42 obs. of 11 variables:
$ Lead : Factor w/ 7 levels "","dosel","dose2",..: 2 2222 3333
3 ...
$ REPETITION: int 1234512345 ...
$ DOSES :int 0000 O 50 50 50 50 50 ...
$ rRJ10 : hum 1.22 2.13 1.88 1.83 1.93 0.63 0.87 0.58 0.85 0.8 ...
$ X : Togi NA NA NA NA NA NA
$ x.1 : 1ogi NA NA NA NA NA NA ...
$ x.2 : Togi NA NA NA NA NA NA ...
$ x.3 : 1ogi NA NA NA NA NA NA ...
$ x.4 : Togi NA NA NA NA NA NA ...
$ X.5 : logi NA NA NA NA NA NA ...
$ X.6 Togi NA NA NA NA NA NA

> my_sem <- tapp1y(pb$RJlO pb$Lead, sem)
> my_mean <-tapply(pb$R110,pb$Lead,mean)
> ## graphe LR en fonction des Lead(RJlO)
> barplot(tapply(pb$rR110,pb$DOSES,mean) ,col = "orange",xlab = "Lead
concentration [ppm]",ylab = "Length [cm]")
> res<-aov(pb$rRI10~pb$Lead)
> summary(res)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

pb$Lead 5 9.926 1.985 79.47 3.9e-14 ***
Residuals 24 0.600 0.025
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

12 observations deleted due to missingness
> TukeyHSD(res)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = pb$RJ10 ~ pbS$Lead)

$ pb$Lead”

diff Twr upr p adj
dose2-dosel -1.052 -1.3610694 -0.742930596 0.0000000
dose3-dosel -1.338 -1.6470694 -1.028930596 0.0000000
dose4-dosel -1.542 -1.8510694 -1.232930596 0.0000000
dose5-dosel -1.644 -1.9530694 -1.334930596 0.0000000
dose6-dosel -1.636 -1.9450694 -1.326930596 0.0000000
dose3-dose2 -0.286 -0.5950694 0.023069404 0.0811882
dose4-dose2 -0.490 -0.7990694 -0.180930596 0.0006792
dose5-dose2 -0.592 -0.9010694 -0.282930596 0.0000552
dose6-dose2 -0.584 -0.8930694 -0.274930596 0.0000670
dose4-dose3 -0.204 -0.5130694 0.105069404 0.3500162
dose5-dose3 -0.306 -0.6150694 0.003069404 0.0534061
dose6-dose3 -0.298 -0.6070694 0.011069404 0.0632903
dose5-dose4 -0.102 -0.4110694 0.207069404 0.9064855
dose6-dose4 -0.094 -0.4030694 0.215069404 0.9317913
dose6-dose5 0.008 -0.3010694 0.317069404 0.9999995

> noms<-unique(pb$DOSES)
> #barplot
> barx <- barplot(my_mean,



V4 ++ o+

names.arg=noms, main = ,

col ="orange",

xlab ='Lead concentration [ppm]',

ylab="'Length [cm]"')
error.bar(barx, my_mean, my_sem)



ANNEX N°5: LONGUEUR DES TIGELLES
#function for error bars
> error.bar <- function(x, y, upper, Tower=upper, length=0.1,...){
+ if(length(x) !'= length(y) | Tength(y) !=length(lower) | Tength(lower)
!= Tength(upper))
stop("vectors must be same length")

) arrows(x,y+upper, X, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)
sem <- function(x){

sd(x)/sqrt(length(x))

# 1'écture du fichier texte(RATIO)

pb<-read.table("RATIO.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")

str(pb)
data.frame': 30 obs. of 4 variables:
$ Lead : Factor w/ 6 levels "dosel","dose2",..: 1111122222

SVVVA++V+++

$ REPETITION: int 1234512345 ...

$ DOSES :int 00000 50 50 50 50 50 ...

$ RATIO : num 0.44 0.74 0.62 0.67 0.73 0.34 0.41 0.29 0.41 0.36 ...
> my_sem <- tapply(pb$RATIO,pb$Lead,sem)
> my_mean <-tapply(pb$RATIO,pbS$Lead,mean)
> ## graphe LR en fonction des Lead(RATIO)
> barplot(tapply(pb$RATIO, pb$DOSES,mean) ,col = "black",xTab
concentration [ppm]",ylab = "Relative Germination Rate",main
> res<-aov(pb$RATIO~pb$Lead)
> summary(res)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

"Lead
"RATIO")

pb$Lead 5 0.6057 0.12113 29.07 1.93e-09 ***
Residuals 24 0.1000 0.00417
Signif. codes: 0 “***’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

> TukeyHSD(res)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tlevel

Fit: aov(formula = pb$RATIO ~ pb$Lead)

$ pb$Lead”
diff Twr upr p adj

dose2-dosel -0.278 -0.40422756 -0.151772443 0.0000066
dose3-dosel -0.304 -0.43022756 -0.177772443 0.0000015
dose4-dosel -0.382 -0.50822756 -0.255772443 0.0000000
dose5-dosel -0.426 -0.55222756 -0.299772443 0.0000000
doseb-dosel -0.390 -0.51622756 -0.263772443 0.0000000
dose3-dose2 -0.026 -0.15222756 0.100227557 0.9869466
dose4-dose2 -0.104 -0.23022756 0.022227557 0.1499693
dose5-dose2 -0.148 -0.27422756 -0.021772443 0.0150666
doseb-dose2 -0.112 -0.23822756 0.014227557 0.1028989
dose4-dose3 -0.078 -0.20422756 0.048227557 0.4201378
dose5-dose3 -0.122 -0.24822756 0.004227557 0.0623403
dose6-dose3 -0.086 -0.21222756 0.040227557 0.3172946
dose5-dose4 -0.044 -0.17022756 0.082227557 0.8853801
dose6-dose4 -0.008 -0.13422756 0.118227557 0.9999543
doseb-dose5 0.036 -0.09022756 0.162227557 0.9472643
> noms<-unique(pb$DOSES)
> #barplot
> barx <- barplot(my_mean, ]

names.arg=noms, main = "",

col = "orange",

xlab = 'Lead concentration [ppm]',

ylab="'RATIO')
error.bar(barx, my_mean, my_sem)

VV++++



ANNEX N°6 : INDICE DE TOLERANCE

> #function for error bars
> error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper, length=0.1,...){
+ if(length(x) !'= length(y) | Tength(y) !=1ength(1ower) | 1ength(1ower)
!= length(upper))
stop("vectors must be same Tength™)

+
+ ) arrows (x,y+upper, x, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)
+
> sem <- function(x){
+ ) sd(x)/sqrt(length(x))
+
> # 1'écture du fichier texte(TI)
> pb<-read.table("TI.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")
> str(pb)
'data.frame': 30 obs. of 4 variables:
$ Lead : Factor w/ 6 levels "dosel","dose2",..: 1111122222

$ REPETITION: int 12 34512345 ...

$ DOSES : int 000O0O 50 50 50 50 50 ...

$T num NA NA NA NA NA ...
> my_sem <- tapp1y(pb$TI pb$Lead, sem)
> my_mean <-tapply(pb$TI,pb$Lead,mean)
> ## graphe LR en fonction des Lead(TI)
> barplot(tapply(pb$TI,pb$DOSES,mean) ,col = "grey",xlab = "Lead
concentration [ppm]",ylab = "Germination rate [%]",main = "TI")
> res<-aov(pb$TI~pb$Lead)
> summary(res)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

pb$Lead 4 4067 1016.9 19.61 1.07e-06 ***
Residuals 20 1037 51.9
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

5 observations deleted due to missingness
> TukeyHSD(res)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = pb$TI ~ pb$Lead)

$ pb$Lead”

diff Twr upr p adj
dose3-dose2 -14.824 -28.45188 -1.196118 0.0289031
dosed-dose2 -27.420 -41.04788 -13.792118 0.0000616
dose5-dose2 -33.300 -46.92788 -19.672118 0.0000042
dose6-dose?2 -33.016 -46.64388 -19.388118 0.0000047
dose4-dose3 -12.596 -26.22388 1.031882 0.0787359
dose5-dose3 -18.476 -32.10388 -4.848118 0.0049587
dose6-dose3 -18.192 -31.81988 -4.564118 0.0057039
dose5-dose4 -5.880 -19.50788 7.747882 0.6994238
dose6-dose4 -5.596 -19.22388 8.031882 0.7352674
dose6-dose5 0.284 -13.34388 13.911882 0.9999962

> noms<-unique(pb$DOSES)



ANNEX N°7: POURCENTAGE DE PHYTOTXICITE

> #function for error bars

> error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper, length=0.1,...){

+ if(length(x) !'= length(y) | Tength(y) !=length(lower) | Tength(lower)
!= length(upper))

+ stop('"vectors must be same length™)
+ arrows(x,y+upper, x, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)
+ }
> sem <- function(x){
+ sd(xX)/sqrt(length(x))
+ 1
> # 1'écture du fichier texte(PP)
> pb<-read.table("PP.txt",header = T,sep = "\t",dec = ",")
> str(pb)
'data.frame': 30 obs. of 4 variables:
$ Lead : Factor w/ 6 levels "dosel","dose2",..: 1111122222

$ REPETITION: int 12 34512345 ...

$ DOSES : int 000O0O 50 50 50 50 50 ...

$pP num NA NA NA NA NA ...
> my_sem <- tapp1y(pb$PP pb$Lead, sem)
> my_mean <-tapply(pb$pPP,pb$Lead,mean)
> ## graphe LR en fonction des Lead(PP)
> barplot(tapply(pb$PP,pb$DOSES,mean) ,col = "yellow",xlab = "Lead
concentration [ppm]",ylab = "Germination rate [%]",main = "PP")
> res<-aov(pb$pPpP~pb$Lead)
> summary(res)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

pb$Lead 4 4067 1016.9 19.61 1.07e-06 ***
Residuals 20 1037 51.9
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

5 observations deleted due to missingness
> TukeyHSD(res)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = pb$PP ~ pb$Lead)

$ pb$Lead”

diff Twr upr p adj
dose3-dose2 14.824 1.196118 28.45188 0.0289031
dose4-dose2 27.420 13.792118 41.04788 0.0000616
dose5-dose2 33.300 19.672118 46.92788 0.0000042
dose6-dose2 33.016 19.388118 46.64388 0.0000047
dose4-dose3 12.596 -1.031882 26.22388 0.0787359
dose5-dose3 18.476 4.848118 32.10388 0.0049587
dose6-dose3 18.192 4.564118 31.81988 0.0057039
dose5-dose4 5.880 -7.747882 19.50788 0.6994238
doseb-dose4 5.596 -8.031882 19.22388 0.7352674
dose6-dose5 -0.284 -13.911882 13.34388 0.9999962
> noms<-unique(pb$DOSES)
> #barplot
> barx <- barplot(my_mean, ]
+ names.arg=noms, main = "",
+ col = "grey",
+ xlab = "Lead concentration [ppm]',
+ ylab="'Phytoxicity[%]"')
> error.bar(barx, my_mean, my_sem)






