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Résumé

La germination des graines est la premiére étape la plus importante dans la vie des
plantes. Elle permet a la graine de passe de I’état de vie ralentie a 1’état de vie active. Ce
travail consiste a étudier I’effet de I’apport exogene de I’acide salicylique a des concentrations
croissantes sur la physiologie et métabolisme liés a la germination des graines de deux

génotypes de la féve Vicia faba L. a savoir Aguadulce et Histal.

Dans I’ensemble, I’apport de I’acide salicylique améliore significativement la réponse
physiologique liée a la germination. Concernent les parameétres moléculaires, 1’acide
salicylique induit une augmentation significative de la protéosynthése, du métabolisme des

sucres solubles et provoque I’accumulation de la proline.

Il est a noter que la réponse varie en fonction de la concentration utilisée de 1’acide

salicylique ainsi en fonction du génotype en étude.

D’autres études plus approfondies sont indispensables afin d’élucider le mécanisme
d’action de cette hormone pour pouvoir I'utiliser dans les programmes d’amélioration des

plantes surtout celles soumises aux stress.

Mots clés

Vicia faba L., acide salicylique, germination, réponse physiologique et moléculaire.



Abstract

The germination of seeds is one of the most important and the first stage of plant
growth, it considers a physiological phase allows the seed to pass from the state of slowed life
to the state of active life. This work consists in studying the effect of exogenous salicylic acid
intake on the physiology and germination metabolite of seeds of two vicia faba L bean

genotypes. (Aguadulce and Histal).

The contribution of salicylic acid at different concentration to the seeds of the bean
improves the physiological response by studying certain parameter related to germination,
concern the molecular parameters salicylic acid causes an accumulation of soluble proteins,

proline and soluble sugar.

The response varies according to the concentration of salicylic acid; in molecular
parameters a better response is obtained at high concentrations, in contrast to physiological
parameters that support low concentrations of salicylic acid. Allows this study found that the

effect of salicylic acid on seeds differs from genotype to genotype

Keywords

vicia faba L., salicylic acid, germination, physiological and molecular
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Introduction

L’agriculture constitue un pilier fondamental dans 1’économie mondiale et occupe une
dimension sociale importante surtout dans les pays de I’Afrique du nord. Son rdle est tres

important dans le développement et la lutte contre la pauvreté et la famine (FAO 2016).

Selon le programme de nutrition mondial, 38 million de victimes sont mortes lors
d’une crise sans précédent a cause de la famine en 1I’Afrique. De plus, plusieurs personnes
sont menacées dans 25 pays par les problémes de nutrition. Ces derniers sont la résultante de
la sécheresse, les mauvaises récoltes et les différents problémes biotiques et abiotiques

associés (Chafi et Bensoltane 2009).

Les céréales et les légumineuses occupent la part importante dans le systeme
alimentaire. Elles fournissent 60 % de I’apport calorique de la population humaine et 75 % de
la contribution protéique mais malgré ceci la production reste toujours incapable de couvrir

les besoins nécessaires (Chafi et Bensoltane 2009).

En Algérie, la culture des légumineuses alimentaires joue des intéréts économiques et
nutritionnels importants (Boudjenouia et al 2003). Les légumineuses sont naturellement riches
en fibres, protéines, vitamines, sels minéraux et contiennent deux fois plus de protéines que
les céréales (FAO 2016). Les légumineuses les plus utilisées dans 1’alimentation humaine sont

I’haricot, les lentilles, les pois, les pois chiche et la feve.

La féve est classée parmi les plus vieilles espéces légumicres introduites en
I’agriculture (Péron 2006). C’est une plante riche en nutriments et constitue un aliment
principal chez les populations qui ne peuvent pas toujours s’approvisionner en protéines
d’origine animal. C’est une plante a intéréts multiples; en agronomie la féve améliore la
teneur du sol en azote, du coté économique la production des légumineuses et surtout la feve
occupe la premicre classe a 1’échelle agricole surtout dans les pays méditerranéens (Mezani

2016).

Cette plante donne des graines que 1’on peut manger mures, séchées ou cuites et aussi
peut se conserver a I’état sec. La culture se fait a partir des graines, le contrdle de la
production garantit une bonne qualité génétique et physiologique des semences pendant le
processus de récolte et la conservation jusqu’aux semailles suivantes pour obtenir une bonne
germination dans la nouvelle culture due a la qualité des semences utilisées car la majorité des
pays ne produisent actuellement qu’une faible quantité a cause de la mauvaise qualité des

semences, et I’utilisation des sols pauvres.



Introduction

La germination est définie comme la somme des événements qui conduisent la graine
séche a germer, elle commence par la reprise du développement et du métabolisme et se
termine par I’allongement de 1’axe embryonnaire et I’émergence de la radicule a travers les
structures qui entourent I’embryon (Ben Dkhil et Denden 2010). On peut suivre cette phase
par la mesure de la prise d’eau des graines. Divers mécanismes moléculaires et biochimiques
interviennent dans ce processus (Fogliani and Burtet-Sarramegna 2013). Les phytohormones
sont des molécules qui émettent des signaux chimiques a la plante. Ce sont des régulateurs
utilisés pour controler des réponses physiologiques a I'intérieur de la plante. La premicre
hormone qui a été découverte est ’auxine par la suite la gibbérelline, 1’acide abscissique,
cytokinine, et 1’éthyléne. Actuellement des nouvelles molécules ont été identifiées telles que
I’acide salicylique (Grondin 2004). C’est un régulateur de croissance endogeéne de nature
phénolique (Sakhabutdinova et al 2003) impliqué dans les différents stresses biotiques et
abiotiques, il joue un role dans la régulation du processus physiologique des plantes comme
une signale secondaire de défense, par 1’activation des genes de défense lors de I’agression

par des pathogénes (Dolatabadian et al 2009).

Des ¢études récentes indiquent que 1’acide salicylique joue un role important dans la
réponse adaptative des plantes aux stress osmotique, thermique et hydrique (Lee et al 2010).
Cependant, I’effet de I’apport exogene de I’acide salicylique sur la germination des graines de

la féve est a démontrer.

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet de 1’acide salicylique a des concentrations
croissantes sur la germination des graines de la féve Vicia faba afin de surmonter les
problémes rencontrés lors de la germination et pour améliorer la capacité germinative des

SEmMeENCces.
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1. L'acide salicylique

L'acide salicylique, une phytohormone de nature phénolique, est impliqué dans la
résistance aux différents stress abiotiques et participe dans la régulation des processus
physiologiques (Hamsas 2013). En outre, c’est une molécule de signalisation impliquée
dans la résistance des plantes aux maladies causées par les agressions pathogenes
(Belguendouz et al. 2016) et comme une hormone végétale puissante participant dans
les fonctions de régulation dans divers métabolismes de la plante (Raskin 1992 ). Il a

été trouvé dans 36 especes d’une grande importance agronomique (Hamsas 2013).

COOH
OH

Figure 1. Molécule de I’acide salicylique (Belguendouz et al.2016).
1.2. Historique

Le nom d’acide salicylique vient du nom latin Salix, il est découvert en 1828
quand Johann Buchner a isolé une petite quantité de salicylique, le glucoside d’alcool
salicylique, a partir de 1'écorce de saule. La premicre production commerciale d’A.S
synthétique a débutée en 1874 en Allemagne. Son dérivé acétylé (acide
acétylsalicylique) a ¢été introduit sous le nom commercial d’aspirine par |’entreprise

Bayer en 1898, et est devenu le médicament le plus vendu dans le monde (Raskin 1992).

L’acide salicylique était utilisé par les indiens d’Amérique, pour traite les

migraines, depuis longtemps (Hopkins 2003).
1.3.Propriétés physico-chimiques

L’acide salicylique (C7H4O3), (acide O-hydroxybenzoique), point de fusion
195°C, point d’¢bullition 211 °C a 2666 Pa, il est modérément soluble dans 1’eau

mais hautement soluble dans des solvants polaires organiques.
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1.4.Biosynthese

L’acide salicylique est synthétis¢ a partir de deux voies chez les plantes. La
premiére est la voie des phénylpropanoides, ou de 1’acide benzoique (Lepevoire 2003),
Elle débute avec la phénylalanine. Cette derni¢re est transformée en acide cinnamique
par la phénylalanine ammoniac lyase. L’acide cinnamique est ensuite transformé en
acide benzoique, qui est finalement hydroxylé par I’acide benzoique -2- hydroxylase en

acide salicylique (Dempsey et al. 1994)

Une deuxieme voie de synthése qui implique les enzymes isochorismate
synthase (EC 5.4.99.6) et isochorismate pyruvate lyase qui catalysent les deux étapes
de synthése a partir de 1'acide chorismique. Cette voie existe chez les bactéries et dans
les chloroplastes de plantes (Dempsey et al. 1994)
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Figure 2 : Biosynthese de I’acide salicylique dans la plante.
1.5.Le role de I’acide salicylique

L’acide salicylique est une molécule omniprésente impliqué dans plusieurs
phénomeénes physiologiques des plantes comme 1’activation de réponses de défense de
la.  plante contre les parasites (Raskin 1992). Il module aussi la mort cellulaire
associée a la réponse hypersensible et la génération de radicaux libres (Dempsey et al.
1999; Shah et Klessig 1999).
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Selon Raskin (1992), lacide salicylique induit la floraison chez plusieurs
plantes et controle I’absorption des ions par les racines et la conductivité stomatique.
Des données expérimentales indiquent que I’acide salicylique participe dans le signal
de la régulation des  expressions des génes de la sénescence des feuilles chez
Arabidopsis (Morris et al. 2000). 11 peut, en plus, servir comme un régulateur de

gravitropisme et inhibe le mirissement des fruits (Medvedev et Markova 1991)

Une activation de photosynthése et une augmentation du rendement en grains
sont enregistrées apres injection directe de D’acide salicylique dans la tige du mais
(Zhou et al. 1999). Chez le soya, il semble que la vaporisation d'une solution aqueuse
d’acide salicylique sur le feuillage stimule la croissance des tiges et racines sans
affecter la photosynthése (Gutierrez et al. 1998). Par contre, chez 1’orge traitée a 1’acide
salicylique, (Janda et al. 1999) et ( Uzunova et Popova 2000) ont remarqué la diminution
de l'accumulation de biomasse, le ralentissement de l'expansion foliaire, 1’abaissement
du taux de photosynthése, la réduction de la transpiration et la diminution de I'épaisseur

du limbe et la taille des cellules épidermiques.
1.6.Role de I'acide salicylique dans la tolérance des plantes au stress salin

Plusieurs recherches indiquent que 1’acide salicylique est une molécule qui induit
la tolérance du blé au le stress salin (Shakirova et Bezrucova 1997), la résistance de
la tomate et la féve a la baisse et ’augmentation des températures (Senaratana et al.

2000) ainsi qu’a I’action des métaux lourds surle riz (Michra et Choudhuri, 1999).
1.7.Mode d’action

L’acide salicylique joue un role trés important dans le développement et la
régulation de la croissance des plantes, ainsi que leur réponse aux divers stress
environnementaux (Senaratana et al. 2000). Lors d’une agression par des agents
pathogénes, il s'est observé que la plante augmente sa concentration en acide
salicylique, cela signifie qu'il s'agit d'une molécule nécessaire a l'activation de plusieurs
réactions de défense de la plante (Smith et al. 1998), donc il existe une trés bonne
corrélation entre la teneur en acide salicylique et la capacité de résistance de la plante

(Gozzo 2003).
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2. La feve (Vicia faba L.)

2.1. Historique et origine
La feve (Vicia faba L.) Figure parmi les légumineuses les plus anciennement

cultivées. Selon Mathon (1985), cette est plante cultivée par ’homme depuis le
Néolithique (7000 ans avant J.C), elle est originaire des régions méditerranéennes du
Moyen-Orient. Peron (2006) signale que la feve, le pois et la lentille sont les plus
vieilles especes 1égumicres introduites en agriculture, 10000 ans. A partir de son centre
d’origine, elle s’est propagée vers I’Europe, le long du Nil, jusqu’en Ethiopie et de la
Mésopotamie vers I’Inde. L’Afghanistan et 1’Ethiopie deviennent par la suite, les
centres secondaires de dispersion (Zaidi et Mahiout, 2012). En Egypte des graines de
feve ont été trouvées dans les tombes de la XXlle dynastie des Pharaons, 2002-2004

avant J.C.
2.2.Classification botanique de la féve
Wajciechowski et al.,(2004), cité la classification de la féve comme suit:

Régne: Plantae
Sous-Régne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-Classe: Rosidae
Ordre: Fabales

Famille: Fabaceae

Genre: Vicia

Espéce: Vicia faba L.

vV V V V V V V V V

Figure 3.Feve

2.3.Importance de la feve (Vicia faba L.)

Les légumineuses sont d’une importance incontestable, elles jouent deux rdles: dans
I’amélioration de la fertilit¢ du sol et dans I’alimentation humaine et du cheptel. Les
légumineuses a graines permettent d’apporter au moins 33% des besoins humains en
protéines alimentaires. Cette part est fournie essentiellement par les cultures du petit
pois, le haricot, pois chiche, et feve (Vance et al. 2000). Ces cultures sont d’une

importance considérable dans les pays d’Asie, du Nord et du Nord-est de I’Afrique
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(Adne 2005). Selon la FAO (2011), la feve représente une production mondiale de
3515748 tonnes ; la chine est le plus grand pays producteur avec 1650000 tonnes
pour la compagne 2009/2010, puis vient I’Ethiopie en deuxiéme position avec une

production de 610845 tonnes et la France en troisiéme position.

Tableau 1. Production mondiale de féve, compagne 2009/2010 (FAOSTAT).

Position Pays Production (T)
1 Chine 1650000
2 Ethiopie 610845
3 France 438338
4 Egypte 297620
5 Maroc 153040
6 Australie 192000
7 Royaume-Uni 100000
8 Italie 97408
9 Tunisie 97408

10 Pérou 70210
11 République arabe syrienne 69634
12 Algérie 36495

2.4.Description de la plante Vicia faba L.

La féve (Vicia faba L.) est une plante herbacée annuelle, a tige simple, dressée,
non ramifiée, creuse et de section quadrangulaire, se dressant a plus d’un meétre de
haut du sol (Peron 2006). Les feuilles alternes de couleur vert glauque ou grisatre
composées de deux ou trois paires de folioles opposées de forme ovale, son systéme
radiculaire est développé et descend profondément dans le sol (Chaux et Foury 1994).
La féve posséde des fleurs qui sont généralement blanches avec des ailes noires, par

deux a cinq petites grappes pédonculées (Guinoolhet et De Vilmorin 1984).

Les fruits sont de longues gousses vertes, épaisses, contenant de grosses graines

ovales (Couplen et Marm 2009).
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2.5. Les variétés de la féve

Il en existe deux sous-especes, paucijuga et eu-faba. Dans la sous espéce eu-faba
qui nous intéresse, on dénombre 3 groupes définis par la taille des graines : le
premier groupe comporte des graines petites (Vicia faba minor) correspond au terme
féverole utilisée pour I’alimentation du bétail, le deuxieéme groupe est défini par des
graines moyennes (Vicia faba equina), et il est également destiné a 1’alimentation du
bétail et le troisieme groupe est caractérisé par de grosses graines que 1’on appelle
communément féve (Vicia faba majora) destinées a la consommation humaine (Gallais

et Bannerot 1992).
Il existe quatre variétés de féve :
2.5.1. Variétés treés précoces

On rencontre dans ce groupe le type Muchaniel. Elle a des gousses de couleur
vert clair, de 20cm de longueur en moyenne, renfermant 5 a 6 graines blanches, elle

est treés productive (Zaghouane 1991).
2.5.2. Variétés précoces

On rencontre dans ce groupe la Séville a gousses longues, renferment 5 a 6
graines volumineuses. Sa tige est d’une hauteur de 70cm, se distinguant des autres
variétés par la couleur de son feuillage, d’un vert assez franc (Chaux et Foury 1994).
Ses gousses présentent une largeur d’environ 3cm et une longueur de 25 cm (Laumonier

1979). Variétés demi-précoces.
2.5.3. Les variétés demi-précoces

appartiennent au type féve d’Aguadulce, elles sont caractérisées par une plante
de végétation haute de 1,10 a 1,20m, et posseédent des gousses volumineuses et tres

longues, renferment 7 a 9 graines.

C’est une variété trés productive (Chaux et Foury 1994). Elle est introduite en Algérie,

avec la Séville, d’Espagne (Zaghouane 1991).
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2.5.4. Variétés tardives
Elles ont une hauteur moyenne de 85cm, elles produisent de nombreuses gousses

contenant 4 graines.

2.6.Intéréts culturaux de la féve (Vicia faba L.)

Elle estd’une importance incontestable, elle a deux intéréts
2.6.1. Intérét agronomique

Elle contribue a [D’enrichissement des sols en ¢éléments fertilisants (Khaldi et al
2002). Elle est introduite en rotation avec les céréales, ou elles jouent un réle non
négligeable dans I’enrichissement des sols en azote (Rachef et al 2005), et grace a son
systéme racinaire puissant et dense elle améliore la structure du sol (HAMADACHE

2003).
2.6.2. Intérét alimentaire

La féve est I'une des légumineuses a graines utilisée pour la consommation
humaine et animale (Goyoaga et al 2011). Elle constitue un aliment nutritif trés
important surtout pour les populations a faible revenus, qui ne peuvent pas toujours

s’approvisionner en protéine d’origine animale (Daoui 2007).

Selon Gordon (2004), cette légumineuse est une excellente source de fibres
solubles et insolubles, de glucides complexes, de vitamines (B9et C) et de minéraux
(en particulier le potassium, le phosphore, le calcium, le magnésium, le cuivre, le fer

et le zinc) et elle a une teneur en protéine trés ¢levée.

Tableau 2. Composition chimique moyenne pour 100 g de féve (Fachmann et Kraut, 2006)

Compositions (g) Vitamines (mg)

Glucides s 10,0 Acide ascorbique................... 82,00
Protidest.censssrmas 5, 40 Provitamine A(caroténe)........ 0,100
LADIdes . coisessinsassisines 0,30 B1 (thiamine)...........cccevveeennee. 0,300
Eau ..ccoooovvveieecieiee 82,0 B2 (riboflavine)...........cc.......... 0,200
Fibres alimentaire ............6,50 B3 (nicotamide).............ccu....... 1,800

Minéraux (mg) Apports énergétiques

Potassilim e 210,0 Kcalories::«:.icsmmnmmmisssassis 64,00

Phosphores:.aswsssssssass 105,0 KijouleS:ssssssmamvmmumsssssssins 268,0

CalCIUM i cossusssmivvsammmssmsssssa 24,0

Magnesium ::essssesssssimsmse 18,00

SOURTE :urvervvsvvsmmsemmmswrvesmss 27,00

SOdIUM ::cmmmsmrrnames 4,00

CRIOTE wvviaisivinimiinnissnsassismassss 14,00




Synthése bibliographique

3. La germination

3.1.Définition de la germination
La germination est un processus trés important dans le cycle de vie naturelle des plantes
(Tobe et al. 2001), elle représente un stade physiologique qui correspond a la transition de la
phase de vie latente de la graine séche a la phase de développement de la plantule. Elle
commence dés que la graine séche est hydratée (Anzala 2006).
Ce processus est affecté par plusieurs facteurs tels que les variations de température,
les niveaux d'oxygene, la disponibilité de l'eau et 1'absence de conditions environnementales

inhibitrices (Yildiztugay et Kucukoduk 2012).

3.2.La graine
La graine est une structure qui contient I’embryon végétal elle se développe a partir de
I’ovule fécondée chez les plantes a fleur. Elle est considérée comme un réservoir des

substances nutritives (Indge 2007).

3.3. Dormance des graines

La vie ralentie est une forme de résistance aux conditions climatiques défavorables
comme la température extréme et la sécheresse (Raven et al. 2007). Elle est caractérisée
essentiellement par la diminution ou Iarrét presque total du métabolisme (Prat 2007).

Elle permet aussi la germination au moment ou les chances de servie des plantules sont les
meilleurs (Raven et al. 2007), comme une période de forte précipitation pour les plantes des
milieux désertiques, ou des températures hivernales froides pour les especes, le niveau d’acide

abcsissique diminue et la germination peut débuter (Indge 2007).

3.4. Phases de germination

La germination représente plusieurs événements qui commencent avec l'imbibition et
se terminent par 1'émergence d'une partie de 1'embryon (la radicule), a travers les tissus qui
l'entourent (Bewley 1997).

Selon (Bove et al. 2001): la germination se compose de trois phases distinctes :

10
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3.4.1. Phase d’imbibition

Correspond a une forte hydratation des tissus, accompagnée d’une ¢lévation de I’ intensité
respiratoire (Heller et al 2004). Elle implique un mouvement d’eau dans le sens du potentiel
hydrique décroissant (Hopkins 2003).
3.4.2. Phase de la germination

Est caractérisée par une stabilisation de I’hydratation et de l’activité respiratoire a un
niveau ¢levé, 'imbibition par ’eau est suivie d’une activation générale du métabolisme de la
graine (Hopkins 2003).
3.4.3. Phase de croissance

Caractérisée par une reprise de 1’absorption d’eau et une élévation de la consommation
d’oxygene, puis trés rapidement, on assiste a une reprise des divisions et grandissement
cellulaire (Hopkins 2003).
3.5. Importance adaptative de la graine

La graine présente des adaptations trés importantes :

-Elle maintien un état de dormance lorsque les conditions sont défavorables et postpose la
reprise du développent jusqu’a I’apparition de conditions meilleures.
-Elle assure une protection maximale a la plantule au stade le plus vulnérable de son
développement.
-Elle contient des réserves alimentaires qui permettent a la plantule de se développer avant le
début de son activité photosynthétique.
-Elle est adaptée a la dispersion, ce qui facilite la migration de la variété dans habitats

nouveaux, il s’agit peut-étre de I’adaptation la plus important (Raven et al. 2007).

11
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1. Objectifs de l'étude

La présente ¢étude a pour but d’éclaircir I’effet d’un apport exogeéne
d’acide salicylique sur le comportement physiologique et moléculaire des

graines de la feve (Vicia faba L.) au cours de la germination.
2. Site et conditions de I’expérimentation

Les différentes étapes d’expérimentation ont été faites au sein du
laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Département de biologie,
Faculté des Sciences de la Nature et dela Vie a I’Université « Ibn-Khaldoun »

de Tiaret.

Tous les essais de germination ont été effectués in vitro, dans des
boites de Pétri mises a I’étuve réglée a 25°C. La température ambiante du
laboratoire, sous laquelle on a procédé aux mesures correspondant aux

parametres physiologiques et biochimiques, variait de 25°C a 27°C.
3. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué¢ de graines de deux variétés de
feve (Vicia faba L.) nommées respectivement « Aguadulce » et « Histal »,
toutes les deux introduites et trés répandues sur le marché national des
semences agricoles. Dés leur arrivée au laboratoire, les graines ont ¢été
conservées dans leurs emballages d’origine et dans des conditions d’entreposage

optimales.

L’Agualduce, aux de longues et larges gousses contenant 7 a 9 grains
charnus et pouvant atteindre jusqu’a 35 cm, est une variété précoce,
vigoureuse et trés productive. Sa faculté germinative est estimée a 90 % avec
un taux de pureté de 98 %. Les gousses contiennent de 6 & 7 grains et atteignent

23 424 cm de long.

A propos de la variété « Histal », elle est semi- précoce de bonne
résistance au froid. La plante est haute avec 4-5 tiges fortes et épaisses, ses
feuilles sont grandes avec folioles ovales. Ses gousses longues de 30-33 cm de

longueur et 3cmde large, contenant 7-8 grains de grande dimension.

12
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3.1. Préparation des semences

Les graines sont désinfectées a 1’eau de javel, rincées 3 fois a 1’eau
distillée, puis mises en culture dans des boites de Pétri. Les graines servant
pour essai de germination sont réparties en lots de 10 graines disposées dans
des boites de Pétri sur 3 couches de papier filtre stérile. Dans chaque boite de
Pétri sont versées 20 ml de la solution d’acide salicylique correspondante. Les
cultures sont incubées a ’obscurité dans une étuve, a 25°C pendant 10 jours
et mises sous controle quotidien et minutieux afin d’observer I'évolution de Ia

germination.

Figure 04 : Graines de variété Figure 05 : Graines de variété ‘Histal’
‘Aguadulce’

4. Préparation des solutions d’acide salicylique

mM 0 0.05 0.1 0.5 1
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5. Protocole expérimental

Aguadulce Histal

N /
hd

Mise en germination

/ Arrosage a I’acide salicylique : \

Témoin

0.05 mM
0.1 mM
0.5 mM

- o J

-

Analyses

N
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/ Paramétres physiologiques \ / Paramétres moléculaires \

Cinétique de germination Dosage des protéines solubles
Taux final de germination Dosage de sucres solubles
Temps moyen de germination Dosage de la proline

Coefficient de vitesse de
germination

Synchronisation de germination

vitesse de germination

o AN /
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6. Parametres étudiés
6.1. Parametres de la germination
6.1.1. Cinétique de germination

Elle correspond a la courbe de I’évolution du taux cumulé de germination
pendant une période donnée, calculé sur la base du nombre de graines nouvellement

germées a chaque observation (Hajlaoui et al. 2007)
6.1.2. Taux de germination (G)

Il est exprimé en pourcentage du nombre total des graines réellement
germées par rapport au nombre total des graines mises a germer et équivaut
le pouvoir germinatif de la variét¢ (Come, 1975), soit le nombre total des
graines germées a la fin d’expérimentation / le nombre des graines initiales
utilisée *100.

nombre de graines germées

j ion(%) = 100
taux de germination(%) nombre total de graines *

6.1.3. Temps moyen de germination (TMG)

Selon Come (1970), elle peut s'exprimer en temps moyen de
germination (TMG) équivalent a l'inverse du coefficient de vélocité multipli¢ par

100 du coefficient de Kotwski (1926) et conduisant & la formule suivante :

N1xT1+N2xT2+:--+NnxTn
N1+N2+:--+Nn

™G =

N1 = nombre de graines germées au temps T1.

N2 = nombre de graines germées entre le temps T1 et T2

N3, .... Nn = graines germées au temps T3... .... jusqu'au temps Tn

Dans nos calculs nous avons retenu les deux formules de Kotowski consistant a
calculer le coefficient de vélocité (CV), et le temps moyen de germination TMG

6.1.4. vitesse de germination

Elle caractérise la variation dans le temps des taux de germination deés
l'apparition de la premicre pointe de la radicule d’une des graines jusqu’a la stabilité

de la germination. Elle peut s’exprimer par :

15
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- Le taux de germination obtenu & un moment donné.

- Le temps nécessaire a I’obtention de 50% de germination.

-Le coefficient de vélocité (CV) proposé par KOTOWSKI (1926) avec un temps
moyen de germination (TMG).

Nl +N2 + N3 +"‘+ NI]

V= N,T, + N,T, + NoT, + -+ N,T,

X 100

6.2. Parametres moléculaires
6.2.1. Dosage des protéines solubles

Pour doser les protéines soluble, les embryons ont ¢été coupés en
petits morceaux, puis broyés indépendamment a froid dans de 1’azote liquide

en utilisant un mortier en porcelaine.

De chaque broyat du matériel végétal, on prend 100 mg auxquels on
ajoute 1 ml du tampon d’extraction des protéines (20mM tris-HCL+150mM
Na ClI+1%SDS). Le mélange est incubé a 42C° pendant 15 min, puis
centrifugé pendant 15 min a 14000 t/mn.

On mélange 200pul du réactif de Bradford, avec 10pl du surnageant et
990ul d’H,O et onlit les densités optiques a 595nm (Bradford 1976).

6.2.2. Dosage des sucres solubles

Pour extraire les glucides, 2 ml d’éthanol 80 % sont ajoutés a 100

mg du matériel végétal et laissés pendant 48h a une température ambiante.

Les tubes sont placés, par la suite, au bain marie a 70 C° afin
d’évaporer l’alcool. On prend Iml qu’on met dans un autre tube propre
auquel sont ajoutés 1ml de phénol 5 % et 5ml d’acide sulfurique qu’on laisse
reposer pendant 10 min avant de le placer dans le bain marie a 30 C°
pendant 15 min. La densit¢ optique des solutions  obtenues est lue au

spectrophotometre UV a 490nm (Dubois et al. 1956).
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6.2.3. Dosage de la proline

Aprés ajout de 2 ml d’éthanol dilué¢ a 40 % a 100 mg de la matiere
végétale, les tubes sont placées au bain marie 85°C pendant 1h. Iml de
I’extrait est prélevé et mis dans un autre tube auquel est ajouté 1 ml de la
solution (120 ml d’eau distillé + 300ml d’acide acétique + 80ml d’acide
orthophosphorique + 25mg de ninhidrine), qu’on chauffe pendant 30 min au
bain marie a 100°C, puis on laisse refroidir en ajoutant, ensuite, 5Sml de
toluene et un peu de NaSO4. La densité optique est lue a 528 (Bates et al.
1973).
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Résultats

Résultats

La germination des graines est souvent considérée comme étant le premier stade
sensible de la vie des plantes. La compréhension et la maitrise des facteurs qui influencent
la germination des graines peuvent améliorer significativement le taux de réussite des

plantules.

1. Indices liés a la germination
1.1. Cinétique de germination
Dés le premier jour de germination, le nombre des graines germées du génotype
‘Aguadulce’ augmente graduellement sous I’effet des différentes concentrations de 1’acide
salicylique dans le milieu. La cinétique de germination est passée par deux phases bien
distinctes ; du premier au quatriéme jour, la germination s’est déroulée a une vitesse
intense, mais au-dela du quatriéme jour, elle commence a se stabiliser légérement.
10
o L

Nombre de graines germées

——0 —8-0,05 0,1 =%=0,5 1

4 5 6 7 8 9 10
Temps (Jours)

Figure 6. Effet de I’apport exogene de 1’acide salicylique a différentes concentrations sur la
cinétique de germination du génotype ‘Aguadulce’.

Durant la premiére phase citée, la vitesse de germination des graines traitées a 0.5 mM
d’acide salicylique (AS) est la moins rapide en comparaison au témoin et aux autres
concentrations. A partir du deuxiéme jour, la vitesse de germination des graines traitées a 1
mM d’AS commencé a se réduire par rapport aux vitesses correspondantes au témoin et

aux autres traitements qui entrainent des vitesses de germination presque similaire.
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Toutefois, le taux de germination est & son maximum sous la concentration 0.1 mM AS

quoique le taux de germination le plus faible est enregistré sous la concentration a 1 mM.

De méme pour le génotype ‘Histal’ ; la vitesse de germination s’accélére du premier
au cinquieme jour puis se stabilise apres. Néanmoins, le nombre de graines germées reste

inférieur a 80 % pour I’ensemble des traitements.

10

==

Nombre de graines germées

——(0 —8-0,05 0,1 =<0, 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Temps (Jours)

Figure 7. Effet de ’apport exogéne de ’acide salicylique (AS) a différentes concentrations
sur la cinétique de germination du génotype ‘Histal’.

La cinétique de germination sous I’effet des différents traitements a 1’acide salicylique
reste inférieure en comparaison par rapport au témoin. Deés le démarrage, les graines
traitées aux concentrations d’AS respectives 0.5 et 1 mM ont germé a une vitesse
inférieure a celle des graines ayant germé dans les autres milieux. De plus, le nombre le

plus faible de graines germées est enregistré sous la concentration 1 mM.
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1.2. Taux de germination
Le taux de germination chez le génotype ‘Aguadulce’ s’avere nettement supérieur a
celui du génotype ‘Histal’ dans le traitement témoin et les conditions soumises a 1’effet de

I’apport exogene de 1’acide salicylique.

B Aguadulce O Histal
100

90
80 T
70
60
50
40
30 1
20
10

Taux de germination (%)

0 0,05 0,1 0,5 1
Acide salicylique (mM)

Figure 8. Effet de 'apport exogene de I’acide salicylique (AS) a différentes concentrations
sur le taux de germination des deux génotypes de féve (Aguadulce et Histal).

Les valeurs de cet indice diminuent significativement chez le génotype ‘Histal’ au fur
et 2 mesure que la concentration de I’acide salicylique augmente dans le milieu.
Cependant, chez le génotype ‘Aguadulce’, cet indice augmente sous I’effet de la
concentration de 0.1 d’acide salicylique, il reste sans aucune variation lorsque la

concentration s’éléve a 0.5 mM et diminue sous traitement a 0.05 et 1 mM.

1.3. Temps moyen de germination

Le temps moyen de germination du génotype ‘Aguadulce’ s’avére significativement
inférieur a celui du génotype ‘Histal’. Ce temps a modérément diminué sous I’effet du
traitement a 0.05 mM d’AS par rapport au traitement témoin. En augmentant la
concentration de 1’hormone respectivement a 0.1 et 0.5 mM, la valeur de cet indice

augmente alors qu’elle demeure inchangée sous le traitement a 1 mM.
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Figure 9. Effet de I’application de 1’acide salicylique (AS) a différentes concentrations sur

le temps moyen de germination de deux génotypes de la féve (Aguadulce et Histal).

Quant au génotype ‘Histal’, le temps moyen de germination augmente sous 1’effet du
traitement a 0.05 et 0.5 mM d’AS alors qu’il demeure inchangé sous traitement a 0.1 et 1
mM par rapport au traitement témoin.

1.4. Coefficient de variation de taux de germination

Le coefficient de variation du taux de germination renseigne 1’hétérogénéité observée
entre les graines du méme lot lors de la germination. Les valeurs de cet indice diminuent
respectivement chez le génotype ‘Aguadulce’ lorsque la concertation de 1'acide salicylique

augmente quoiqu’il augmente lorsque la concentration de I’hormone passe a 1 mM.
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Figure 10. Effet de ’application de I’acide salicylique (AS) a différentes concentrations
sur le coefficient de variation du taux de germination de deux génotypes de la féve
(Aguadulce et Histal).

Coefficient de variation lié¢ de germination
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Ce coefficient diminue graduellement en réponse a I'élévation de la concentration de
l'acide salicylique chez le génotype ‘Histal’. Néanmoins, les valeurs obtenues sous I’effet
de la concentration a 1 mM sont presque identiques a celles obtenues chez le traitement

témoin.

1.5. Synchronisation de processus de germination

La synchronisation constitue un indice complémentaire au coefficient de variation et
renseigne ’homogénéité de la germination des graines du méme lot. Les valeurs de cet
indice demeurent inférieures chez le génotype Aguadulce sous des concentrations en acide
salicylique inférieures a 0.05 mM puis la situation devient inverse au-dela de cette

concentration.
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Synchronis ation
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Figure 11. Effet de I’application de 1’acide salicylique (AS) a différentes concentrations
sur la synchronisation de processus de germination de deux génotypes de la feéve
(Aguadulce et Histal).

Les valeurs de cet indice atteignent leur maximum sous les concentrations en acide
salicylique de 0.05 mM et 0.5 mM respectivement chez les génotypes Histal et Aguadulce

en ordre.

1.6. Vitesse de germination

La vitesse de germination du génotype ‘Aguadulce’ est supérieure a celle du génotype
‘Histal’. Les valeurs de cet indice augmentent sous l’effet de I’application de 1’acide
salicylique a 0.05 mM puis diminuent suite a I’augmentation de la concentration de I’acide

salicylique dans le milieu chez le génotype ‘Aguadulce’.
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Figure 12. Effet de [D'apport exogéne de I’acide salicylique (AS) a différentes
concentrations sur le taux moyen de germination de deux génotypes de la féve (Aguadulce
et Histal).

En ce qui concerne le génotype ‘Histal’, les valeurs de cet indice augmentent sous
I’effet des concentrations 0.1 et 1| mM quoiqu’elles diminuent sous I’effet des autres
concentrations.

2. Parametres moléculaires
2.1. Teneur en protéines solubles

La teneur en protéine augmente dans les embryons en germination systématiquement

avec ’augmentation de la concentration de 1’acide salicylique dans le milieu d’une maniere

comparables chez les deux génotypes ‘Aguadulce’ et ‘Histal’.

B Aguadulce O Histal

Protéines solubles (mg/g)

0 0,05 0,1 0,5 1
Acide salicylique (mM)

Figure 13. Effet de ’apport exogeéne de I’acide salicylique (AS) a différentes
concentrations sur la teneur en protéines de deux génotypes de la feve (Aguadulce et
Histal).
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Toutefois, les teneurs en protéines demeurent élevées chez le génotype Histal sous les
conditions de contrdle et celles soumises a ’apport exogeéne de 1’acide salicylique a des
concentrations inférieures a 0.5 mM cependant, la situation devient inverse sous I’effet de

’acide salicylique a 1 mM.

2.2. Teneur en proline

La proline constitue un marqueur moléculaire important de 1’état de stress des tissus
végétaux notamment les embryons en germination. La teneur en proline s’avere nettement
supérieure dans les embryons du génotype Histal sous les conditions contrdles et celles

soumises a I’apport de différentes concentrations de I’acide salicylique.

Ces teneurs augmentent significativement d’une maniére systématique chez les deux
génotypes sous I’effet de I’augmentation de la concentration de 1’acide salicylique dans le
milieu.
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Figure 14. Effet de D’apport exogéne de I’acide salicylique (AS) a différentes
concentrations sur la teneur en proline de deux génotypes de la feve (Aguadulce et Histal).

Toutefois, ’augmentation est plus prononcée chez le génotype Histal para rapport au
génotype Aguadulce. Les teneurs en proline passent de 17 pg/g sous les conditions témoins
a 40 pg/g sous la concentration 1 mM AS dans les embryons du génotype Histal alors
qu’elles passent de 6 pg/g a 28 pg/g dans les embryons du génotype Aguadulce.
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2.3. Teneur en sucres solubles
Les sucres solubles sont souvent considérés comme des marqueurs potentiels de stress
chez les plantes. La teneur en sucres solubles s’éléve suite a I’augmentation de la

concentration de I’acide salicylique dans le milieu chez les deux génotypes
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Figure 15. Effet de [D’apport exogéne de I’acide salicylique (AS) a différentes
concentrations sur la teneur en sucres solubles de deux génotypes de la féve (Aguadulce et

Histal).

Il est a noter que les teneurs en sucres solubles demeurent supérieures dans les
embryons du génotype ‘Histal’ sous les conditions de contrdles et celles soumises a une
concentration en acide salicylique inférieure a 0.5 mM alors que la situation s’inverse

quand la concentration en AS passe a 1 mM.

25



Discussion




Discussion

Discussion

La germination constitue un événement important déterminant du succes ou de I’échec
de I’établissement des plantes qui sont sujettes a de multiples difficultés lors de leur
développement. Ces obstacles réduisent la capacité germinative et entrainent des
changements dans la physiologie, morphologie et le métabolisme de la plante et par
conséquent sur sa production (Farajollahi et al. 2014).

L’acide salicylique est I’'un des hormones végétales découverts récemment qui jouent
un role important dans la croissance et le développement de la plante ainsi dans la défense
aux différentes contraintes abiotiques (Misra et Saxena 2009).

A travers cette étude, I'apport exogéne de I’acide salicylique a été évalué sur les
graines de deux génotypes de la féve Vicia faba L. a savoir ‘Aguadulce’ et ‘Histal’ a
travers 1’analyse des indices liés a la germination et les parametres moléculaires.

L’apport exogeéne de l’acide salicylique sur les graines en germination induit
I’augmentation de la cinétique de la germination chez le génotype ‘Aguadulce’ a des
concentrations supérieures a 0.1 mM. Par contre, ’effet inverse a été observé chez le
génotype ‘Histal’. Des résultats similaires ont été observés par Jini et Joseph (2017) lors de
I’étude de I’effet de I’acide salicylique sur deux génotypes de riz Oryza sativa (ASD16 et
BR26) ayant montré que I’effet de I’acide salicylique sur la réponse physiologique et
moléculaire de la plante différe en fonction de la variété en question et non seulement des
conditions externes dans lesquelles croit cette plante.

L’application de I’acide salicylique provoque une diminution significative du taux de
germination chez le génotype ‘Histal’. Da Silva et al. (2018) trouve que le taux de la
germination diminue également suite a I’augmentation de la concentration de [’acide
salicylique aux plantes de Basilic Ocimum basilicum L..Cela ne peut étre expliqué que par
un éventuel effet allélopathique induit par cette hormone et qui peut méme induire la mort
cellulaire dans certaines conditions. La concentration de 1’acide salicylique a 0.1 mM
provoque une augmentation remarquable du taux de germination chez le génotype
‘Aguadulce’. Les mémes résultats ont été obtenus par Jiriaie et al. (2013) montrant que
’acide salicylique provoque 1’augmentation du taux de germination des graines de blé dur

Triticum durum sous la concentration 0.1 mM.
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L’acide salicylique induit de méme la diminution du temps moyen de la germination
des graines du génotype ‘Aguadulce’ sous I’effet de la concentration 0.05 mM. Jamshidi et
al. (2012) ont rapporté que la concentration 0.05 mM de I’acide salicylique provoque la
diminution du temps moyen de germination chez le cartham Carthamus. Cependant, cet
effet n’a été remarqué que sous la concentration élevée a 1 mM chez le génotype ‘Histal’.
Sharafizad et al. (2013) ont signalé que les concentrations ¢levées de 1’acide salicylique
sont capables de diminuer le temps moyen de germination chez le blé Triticum durum.

L’apport exogeéne de ’acide salicylique a une concentration ¢élevé a 0.5 mM induit la
diminution du coefficient de variation du taux de germination des deux génotypes. Les
travaux de Sharafizad et al. (2013) montrent le méme effet chez le bl¢ dur Triticum durum.
Néanmoins, la synchronisation de germination augmente sous I’apport exogene de 1’acide
salicylique a une concentration de 0.05 mM, chez le génotype ‘Histal’ et sous une
concentration supérieure chez le génotype ‘Aguadulce’.

Quand la concentration de I’acide salicylique dépasse 0.05 mM, la vitesse de
germination diminue significativement chez le génotype ‘Aguadulce’. Cependant, la
concentration ¢élevée a 1 mM induit ’accélération de la vitesse de germination. Des
résultats similaires ont été rapportés par Sharafizad et al. (2013).

Selon Rajasekaran et al. (2002) et Shakirova et al. (2003), la germination des graines
est encouragée par l'application de l'acide salicylique. Gutierrez-Coronado et al. (1998) ont
signalé une augmentation de la croissance des pousses de plantes de soja sous les
conditions normales en réponse au traitement par I'AS.

La teneur en protéine augmente significativement sous 1’influence de I’apport exogeéne
de I’acide salicylique chez les deux génotypes ‘Aguadulce’ et ‘Histal’. Gu et al. (2016) ont
rapporté le méme résultat chez Lactuca sativa var. crispa L. De méme, Rajou et al. (2006)
ont signalé que la teneur en protéines augmente sous 1’effet de I’acide salicylique chez les
graines d’Arabidopsis Arabidopsis thaliana. Les analyses protéomiques ont révélé
I’accumulation des protéines néosynthétisées, les résultats combinés ont révélé plusieurs
processus susceptibles d'étre touchés par 1’acide salicylique. Cette molécule a amélioré la
réinduction du programme de maturation tardive au cours des premicres étapes de la
germination permettant ainsi aux graines en germination de renforcer leur capacité a
induire des réponses adaptatives au stress hydrique environnemental. D'autres processus
affectés par l’acide salicylique concernent la qualit¢é de la traduction des protéines,

l'amorcage du métabolisme des semences.
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L’ajout de I’acide salicylique dans le milieu de germination augmente la teneur en
sucre soluble chez les deux génotypes par rapport aux témoins. Abdul Qados (2015) a
constaté les mémes observations chez la feve Vicia faba L.

La teneur en proline augmente systématiquement au cours de ’augmentation de la
concentration de 1’acide salicylique dans le milieu chez les deux génotypes. Des résultats
similaires sont obtenus chez la lentille par Misra et Saxena (2009). (2009) montrant que la
présence de I’acide salicylique dans la solution I’arrosage augment respectivement la

teneur de la graine en proline.
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Conclusion

La germination des graines constitue une étape trés importante dans le cycle de vie
des plantes. Elle représente un stade physiologique transitoire entre la phase de vie en
dormance de la vie active. Lors de ce stade, la graine s’expose a plusieurs contraintes
biotiques et abiotiques pouvant inhiber sa capacité germinative ce qui lui permet de
manifester un comportement de défense naturelle ou adaptatif vis-a-vis ces conditions
défavorables. Cela se traduit par la sécrétion de molécules de signalisation qui induisent
toute une cascade de réactions biochimiques au niveau cellulaire et qui migrent, par la
suite, a travers la plante entiere pour induire, enfin, un systéme physiologique adaptatif ;
’acide salicylique en est une.

A cet égard, le présent travail porte sur la mise en germination des graines de deux
génotypes de la feve Vicia faba L. a savoir Aguadulce et Histal dans des milieux de
germination enrichis par des concentrations croissantes en acide salicylique (0.05, 0.1,
0.5 et 1 mM).

Les résultats obtenus montrent que I’apport exogene de 1’acide salicylique améliore
significativement la réponse physiologique et moléculaire des graines des deux
génotypes de la féve en germination. Cependant, cet effet demeure proportionnel en
fonction de la concentration appliquée et le génotype en étude.

L’acide salicylique induit la diminution du temps moyen de la germination des
graines tout en accélérant la vitesse de germination et ce passe a travers 1’induction de la

protéosynthese, le métabolisme des carbohydrates et I’accumulation de la proline.
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