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Abréviation

Liste d’abréviation

°C : Degré Celsius

AICl; : Chlorure d’aluminium

AMPC : Adénosine monophosphate cyclique
°C : Degré¢ Celsius

C : Carbone

Ca : Calcium

Ca™ : Ton de Calcium

CO;: Dioxyde de carbone

F : Fluor

FAO : Organisation des Nations unies pour l'alimentation et 1'agriculture
FeCl; : Chlorure de fer

g : Gramme

GABA : Acide alpha aminobutyrique
H,O0 : Eau distillée

H,0; . Peroxyde d’oxygene

H,S0y4: Acide sulfurique

HCI : Acide chlorhydrique

Hg : Mercure

HgCl, . Chlorure de mercure(II)

HHDP : Hexahydroxydiphénique

HO- : Radical hydroxyle

I, : Iode

K" : Ton de Potassium

K;3Fe (CN)g : Ferricyanure de potassium
KI : lodure de potassium

KOH : Hydroxyde Potassium

LDL : Lipoprotéine de faible densité
mg : Milligramme

mg/l :Milligrame par littre

Mg : Ton de Magnésium

min : Minute
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Abréviation

ml : Millilitre

mM : Milimolaire

mm :Millimetre

N : Azote

Na : Sodium

NaCl :Chlorure de sodium
NaOH : Hydroxyde de sodium
NH4OH : Ammoniaque

nm : Nanometre

0” ou O% : Radical superoxydes
0O, : Oxygene

OH : fonction hydroxyle

P : Phosphore

pH : potentiel hydrogéne

UV : ultra-violet

puM : Micromolaire

% : pourcentage
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Introduction

Dans les dernieres années, les régions Méditerranéennes subissent une sécheresse
due a une importante baisse de la pluviométrie et a une augmentation de sa variabilité
spatiotemporelle. Elle constitue une menace sérieuse pour I’agriculture (Nana ef al., 2009)

L’analyse actuelle sur les conséquences des changements climatiques permet de
conclure que de nombreuses especes végétales ayant ’aptitude a résister ou a tolérer les
contraintes naturelles commencent a perdre ce caractere. Les perturbations d’ordre
physiologique, morphologiques, biochimiques, moléculaires et hormonales sont imputables
aux divers stress abiotiques (Wang et al., 2008 ; Aubert, 2011; Singh et al., 2015 ).

Toutefois, certains végétaux disposent d’un potentiel génétique pour la tolérance
vis-a-vis des stress environnementaux (Diallo et al., 2013).

L’amélioration des plantes, vis a vis de leur tolérance aux conditions
environnementales, passe par une meilleure compréhension des réponses adaptatives des
plantes résistantes aux stress (Mallek-Maalej et al., 2004).

Actuellement, la salinité est considérée comme un processus majeur de la
dégradation des terres (Ben Yahmed, 2013). Aujourd’hui, les sols salins couvrent 800
millions d’hectare a I’échelle mondiale. En Afrique prés de 2% de la surface totale est
affectée par le sel, et en Algérie, plus de 20% des sols irrigués sont concernés par des
problémes de salinité (Douaoui et Hartani, 2008, Sadiki, 2016).

La salinité constitue le facteur environnemental le plus important qui limite la
croissance et la productivité végétale ( Loutfy ef al., 2014). Selon les recherches réalisées,
la réponse ou la tolérance au sel dépend de l'espeéce elle méme, de sa variété, de la
concentration en sel, des conditions de culture, et du stade de développement de la plante
(Mrani-Alaoui et al., 2013).

Plusieurs études ont montré que la salinité a un effet dépressif sur la germination et
la production de graines. Cependant, cet effet varie en fonction de I’intensité du stress et
I’état de la plante (Hajlaoui et al., 2007 ; Kadri et al., 2009 ; Nedjimi et al., 2013). Parmi
les facteurs contraignants de cette phase de la vie de la plante, les hormones jouent un role
important (Mrani-Alaoui ef al., 2013).

L’acide abscissique (ABA) est considérée comme le composant clé d’adaptation
des végétaux, notamment la sécheresse et le stress salin (Hubbard et al., 2010 ; Fujita et

al., 2011).
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L’intervention de I’acide abscissique dans la régulation de la dormance de
I’embryon et leur role antagoniste aux gibbérellines durant la germination en réponse aux
signaux environnementaux a ¢€té confirmée par plusieurs recherches (Jaimes Miranda,
2006 ; Finkelstein et al., 2008 ; Seo et al., 2009 ; Nambara et al., 2010, Weitbrecht et al.,
2011 ; Rajjou et al., 2012) .

Actuellement des recherches ont montré que de nouvelles substances comme le
fluridone, a propriété herbicide, participe dans le mécanisme de la levée de dormance en
inhibant I’ABA (Atia ef al., 2009)

L’identification des génotypes tolérants aux sels capables de minimiser les effets
dépressifs sur les rendements, et améliorer 1’agricole des zones touchées par la salinité.
(Benidire et al., 2015)

L’amélioration de la tolérance a la salinité serait d’une grande valeur pour une
culture modérément tolérante comme les légumineuses cultivées sur des sols salés
(Ashraf, 2002).

De nos jours, le gombo constitue un légume trés rémunérateur pour les
communautés pauvres du fait de son fort potentiel de vente sur les marchés ruraux et
urbains ( Nana ef al., 2009).

Le gombo est une plante exceptionnelle et originale car toutes ses parties (racines,
tige, feuilles, fruits, grains) sont valorisées sur le plan alimentaire, médicinal, artisanal et
méme industriel (Siemonsma et Hamon, 2004).

Au point de vue alimentaire, le gombo fournit des produits a valeur nutritionnelle
notable, ses fortes teneurs en glucides, protéines, fibres alimentaires, vitamines A, B, C,
fer, phosphore, potassium et magnésium (Dikeman et Fahey, 2006 ; Benchasri, 2012).

En Algérie, le gombo est cultivé et commercialisé que dans les régions de I’Est (Sud
de Annaba) et dans le Sud Ouest (région de Bechar) alors qu’il est trés peu connu dans le
reste du pays.

La culture gombo est souvent confrontée a des régimes pluviométriques déficitaires
qui se traduisent par des contraintes hydriques séveres et erratiques; Ces conditions
hydriques déficitaires limitent I’expression du potentiel de production des variétés et
rendent incertain 1’espoir des agriculteurs.

Afin d’assurer une bonne production du gombo, la recherche des variétés tolérantes
et/ou résistantes a la salinité s’impose devient une nécessité (Nana et al., 2009).

L’objectif de ces recherches est d’assurer une meilleure multiplication des plantes
de gombo pour une sécurité alimentaire et une production optimale de graines dans la

perspective de repeupler les zones dégradées.
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Dans ce contexte, le présent travail s’intéresse a analyser le comportement au stade
de la germination des graines et la phase végétatif du gombo (Abelmoschus esculentus L.)

soumis a une contrainte saline associée ou non a la fluridone.
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CHAPITRE 1 DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I- Salinité

1- L’origine de la salinité

La salinité est un probléme écologique croissant dans le monde entier, ce
phénomene est considéré comme un processus majeur de la dégradation des terres (Ben
Yahmed, 2013). Le terme de stress salin s’applique surtout a un exces d’ions, mais pas
exclusivement aux ions Na' et CI" (Ibrahim et al., 2013).

La plupart des auteurs s’accordent pour considérer qu’un sol est salé¢ lorsqu’il
contient des concentrations élevées en chlorures, sulfates, carbones ou bicarbonate de
sodium, de calcium ou magnésium (Asloum, 1990 ).Le degré de salinité¢ du sol peut étre
modifié par tout processus influant sur le bilan d’eau dans le sol comme la géologie,
I’hydrologie (eau), le climat (spécialement les tendances a long terme des précipitations) et
le couvert végétal (Mint El-mokhtar, 2010).

Bouchoukh (2010) confirme que 1’évolution de la salinit¢ des sols est non
seulement liée aux conditions climatiques mais également au mauvais contréle de
I’irrigation, ce qui entraine une accumulation des sels dissous en surface. Eilers (2006) dit
que les pratiques agricoles peuvent augmenter le risque de la salinité de la majeure partie
du territoire agricole.

A I’échelle mondiale, plus de 800 millions d’hectares des terres sont affectées par la
salinité, ce qui représenté environ 6% des terres de la plancte et 20% de la superficie
cultivée dans le monde (Sadiki, 2016). En Afrique, prés de 2% de la surface totale sont
affectés par le sel et en Algérie plus de 20% des sols irrigués sont concernés par des

problémes de salinité¢ (Rouabhia et Djabri, 2010).

2- Effets de la salinité sur la physiologie des plantes

Le sodium et le chlorure sont généralement les ions les plus répandus et les plus
impliqués dans les sols salins ou eaux salines. Ils sont responsables de la majeure partie des
effets négatifs qui peuvent étre li€s a des toxicités ioniques spécifiques (Levitt, 1980).

D’aprés Shannon et al (1994), la salinité est affectée par des interactions
environnementales tels que 1'humidité relative, la température, le rayonnement et la
pollution atmosphérique.

De nombreux travaux montrent que la salinité est un facteur environnemental tres
important qui limite la croissance et la productivité des plantes (Zilli et al., 2008 ;

Sobhanian et al., 2010; Jamil et al., 2011).
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En effet, le stress salin affecte tous les processus tels que la croissance, les relations
hydriques, la photosynthese et 1'absorption minérale (Rasool et al., 2013 ; Singh et al.,
2015).

» Effets de la salinité sur la germination

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. (Ibn Maaouia-Houimli et a/., 2011).

La connaissance de la tolérance a la salinité au moment de la germination révele la
capacité de 1’espéce a pousser sur des sols tres salins (Jaouadi et al., 2010 ; Ghrib et al.,
2011).

La réversibilité¢ de ’effet du NaCl est un paramétre qui peut aider a déterminer
I’origine de I’effet dépressif de la salinité sur la germination. Nichols et al., (2009) ont
trouvé qu’il y a une inhibition totale irréversible de la germination des graines de
Medicago polymorpha et Trifolium subterraneum a une concentration de 600 mM de NaCl
méme apres transfert de celles-ci dans un milieu non salin.

Benadir et al., (2015) affirment que la salinité peut se manifester par deux effets au
cours de la période de germination. Le premier est osmotique, qui est réversible, et le
second est toxique qui est irréversible.

Les travaux de Bayuelo- Jiménez et al., (2002) sur Phaseolus ont démontré que le
temps moyen de germination des graines a augmenté avec l'ajout de NaCl et cette
augmentation a ét¢ d’autant plus importante que la concentration en sel est élevée.

L’effet de NaCl sur le comportement germinatif des graines se traduit par une
augmentation du temps de latence et une diminution de la vitesse et du taux de
germination. Ceci corrobore les résultats de I’étude de Amouri et Lameche (2012) portée
sur six écotypes d’especes annuelles de Medicago et qui ont noté un ralentissement du
processus de germination en fonction du stress salin et de I’écotype de chaque espece.

Camara et al., (2018) montrent que, la capacité germinative et la vitesse de
germination des trois légumineuses testées (le soja, 1’haricot, le Niébé) sont fortement
affectées et elles diminuent avec I’augmentation de la concentration du NaCl.

I1 ajoute que le taux de germination pourrait étre considéré comme un critére

précoce de sélection des especes végétales tolérantes au stress salin.
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D’autres études ont montré €galement que 1’augmentation de la concentration du
sel réduit le pourcentage final de germination (Okgu et al., 2005 ; Askri et al., 2007 ;
Bouda et Haddioui, 2011 ; Yousofinia et al., 2012; El Goumi, 2014).

Des résultats comparables sont observés chez différentes variétés de haricot
(Cokkizgin, 2012), de pois chiche (Hajlaoui et al., 2007), de lentille (EI-Monem et Sharaf,
2008) et d’autres légumineuses fourrageres (Nichols et al., 2009 ; Wu et al., 2011).

Cette diminution est due selon Othman et a/ (2006) a la réduction de 1’utilisation
des réserves des grains.

Ghrib et al., (2011) ont expliqué que ce retard pourrait étre di a 1’altération des
enzymes et des hormones qui se trouvent dans la graine. Par ailleurs, selon Prado et al.,
(2000) la diminution du taux de germination des graines soumises a un stress salin serait

due a un processus de dormance osmotique développé sous ces conditions de stress.

> Effets de la salinité sur la croissance et le développement
L'effet de la salinit¢é se manifeste généralement chez la plupart des plantes
cultivées par une réduction de la croissance (Papdi et al., 2008 ; Singh et al., 2015). Le
stress salin peut également toucher ou bien ralentir la croissance en longueur de la plante
(Ouis, 2016; Benlaldj, 2017).

Lebon et al., ( 2004) affirment que, chez les dicotylédones comme le pois ou la
vigne, le nombre de ramifications de la tige est réduit sous 1’effet de stress salin .

Bouzid (2010), montre que le développement du stress salin a l'intérieur de la
plante peut réduit la vitesse d’expansion de la surface foliaire. Par ailleurs,
I'accumulation de sel dans les feuilles provoque la sénescence prématurée, la réduction de
la disponibilité des assimilas pour les zones de croissance (Van Heerden et al., 2008).

De plus Wahome et al., (2001) montrent que la présence des hautes concentrations
des ions Na" ou CI cause certains symptomes spécifiques sur les plantes telles que la
nécrose et la brilure de la pointe de la feuille.

D’autres auteurs montrent que, I’augmentation de la concentration en Na'
s’accompagne d’une réduction de la concentration en Mg™, K', N, P et Ca’" dans la plante
(Chadli et al., 2007 ; Achour, 2016, Ouis, 2016). Ce déséquilibre nutritionnel est une cause
possible des réductions de la croissance (Haouala et al., 2007).

Jabnoune (2008), ajoute que les effets osmotiques du stress salin peuvent limiter la
croissance des racines, ce qui limite les possibilités d’absorption des éléments nutritifs du

sol.
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» Effets de la salinité sur le comportement biochimique de la plante

La présence des hautes concentrations des cations Na' dans le sol affecte les
processus métaboliques et physiologiques de la plante tels que la photosynthése (Wang et
al., 2008), la synthese des protéines et le métabolisme énergétique (Luhua ez al., 2008).

L’augmentation des seuils de sel provoque a la plante une diminution de la vitesse
photosynthétique suite a une réduction de la conduction stomatique du CO, (Gama et al.,
2007).

Ces processus sont dépendants de la déshydratation de la membrane cellulaire
provoquée par la fermeture des stomates. En effet, la perméabilité et 1’approvisionnement
en CO; sont diminués, ce qui change ’activité des enzymes et la structure cytoplasmique
(Parida et Das, 2005).

La membrane plasmique est le principal site de l'interaction du sel avec la plante, la
tolérance a la salinité est due a la capacité de controler le flux de sel dans 1'apoplaste puis
dans la cellule ( Pandolfi et al., 2010).

Chamekh (2010) confirme que le potentiel négatif de la membrane plasmique des
cellules végétales favorise le transport passif des ions Na' dans les cellules. Ces ions
pénetrent dans les cellules végétales par les transporteurs de potassium a haute affinité
HKT, et les canaux cationiques non sélectifs. Le passage de Na™ a travers les canaux
cationiques dépolarise la membrane plasmique.

D’apres Wegner et al., (2011) le stress salin entrailne une perturbation de la
composition lipidique et protéique de la membrane plasmique ce qui affecte sa stabilité, un
facteur important dans la tolérance a la salinité. La stabilit¢é membranaire est mesurée a
travers la quantité d'électrolytes largués hors de la cellule lors d'un choc osmotique.

Par ailleurs, Taochy (2012) confirme que les systémes de sécrétion de NOs™ de la
membrane plasmique des cellules végétales jouent un role important dans la réponse des
plantes a des stress biotiques et abiotiques.

Les fortes concentrations ioniques peuvent perturber 1'intégrité des membranes et
des fonctions, interférer avec 1'équilibre soluté interne et I’absorption des nutriments,
(Desclos et al., 2008).

La compartimentation est la stratégie la plus efficace pour éviter la toxicité de Na"
sur les sites métaboliques dans le cytoplasme (Jabnoune, 2008). La plante utilise en effet le
sel pour ajuster la pression osmotique de ses cellules. Elle capte le sel qui parvient aux
feuilles, au méme titre que l'eau, par le mouvement ascendant de la séve dans les

vaisseaux.
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A l'intérieur des cellules, le sel est alors stocké dans les vacuoles grace a des
systémes de "pompes" moléculaires (Ben Yahmed, 2013).

Les vacuoles étant des compartiments fermés au sein de la cellule, le sel est ainsi
isolé dans des constituants cellulaires vitaux (Sentenac et Berthomieu, 2003 ; Bouchoukh,
2010).

Les effets osmotiques des sels sur les plantes sont le résultat de l'abaissement du
potentiel hydrique du sol dii a I'augmentation de la concentration du soluté dans la zone
racinaire (Collins et al., 2008 ; Rubio et al., 2008).

En effet, avec des potentiels hydriques du sol tres faibles, cette condition interfere
avec la capacité de la plante a extraire 1'eau du sol et & maintenir la turgescence ; pour que
la plante puisse absorber 1’eau du sol, il est nécessaire que son potentiel hydrique soit plus
négatif que celui du sol. Dans ces conditions, elle va pouvoir abaisser son potentiel
hydrique par réajustement osmotique tout en maintenant la turgescence cellulaire (Laloi,
2010).La plupart de ces composés organiques accumulés dans le cytoplasme sont appelés
des solutés compatibles, car ils n’interagissent pas avec les enzymes. Parmi ces solutés
compatibles, on trouve la proline (Belkhodja, 2000 ; Cushman 2001; Chen et Murata 2002;
Rontein et al,, 2002; Munns 2005; Majumder et al., 2010 ; Snoussi et Abbad, 2012 ;
Arbaoui, 2016) la glycine bétaine (Abraham et al., 2010 ; Gupta et Huang, 2014), et les
sucres (Dubois, 2001; Munns et al., 2005 ; Bouhaddi, 2009 ), alcools tel que le sorbitol ou
le mannitol (Ben Yahmed, 2013).

D’apres certains chercheurs, I’accumulation des sucres solubles est importante chez
les feuilles d’Atriplex halimus et d’Atriplex canescens soumises au stress salin (Bidai,
2017). Ouis (2016) confirme qu’il existe des corrélations positives entre les teneurs en
galactose et le rhamnose, et les concentrations élevées en NaCl chez les jeunes plantes de
gombo (Abelmoschus esculentus L.).

Les teneurs en proline s’accroissent rapidement chez de nombreuses mono ou
dicotylédones soumises a un stress salin (Rhodes et al., 2002 ; Silva Ortega et al., 2008),
mais aussi aux polyamines, via 1’ornithine et [’arginine (Bartels et Sunkar, 2005 ;
Majumder et al., 2010 ).La proline agit en tant que composé soluble compatible dans
I’ajustement osmotique pouvant atteindre de fortes concentrations sans exercer d’effet
toxique comme le cas des ions (Silva-Ortega et al.,2008 ). En plus du role osmotique
attribué a la proline, celle-ci intervient dans la détoxication des formes actives d’oxygene
(Kocsy et al., 2005) et la stabilisation des protéines (Ashraf et Foolad, 2007), et

constituerait une source de carbone et d’azote (Teige, 2004, Hanana, 2014).
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Les formes actives d’oxygeéne, telles que le peroxyde d’oxygene (H,O,), les
radicaux superoxydes (O¥) et les radicaux hydroxyl (HO), sont produits au cours des
processus cellulaires suite aux stress abiotiques, notamment la salinité (Brosche et al.,
2010). La production excessive de ces composés provoque des dégats oxydatifs, et ils
deviennent toxiques pour la cellule (Mahajan et al., 2008).

Le radical hydroxyl, par exemple, risque d’endommager les structures
chlorophylliennes, protéiques, nucléiques et lipidiques, et par conséquent entraver le
métabolisme cellulaire, mais risque également d’endommager la physiologie de la plante et
finalement la croissance et le rendement (Imlay et Linn, 1986). Par conséquent, la plante
doit constamment déployer ses mécanismes de défense pour pallier a ces dommages. De ce
fait, et afin d’éliminer ces formes actives d’oxygene, les plantes possedent des
antioxydants, de nature non enzymatique, de faible masse moléculaire, tels que les
composés phénoliques, les flavonoides (Raphaél, 2016; Taibi et al., 2016; Triki et al.,
2017) les anthocyanes et 1’acide ascorbique (Valko et al., 2006 ; Ashraf, 2008 ; Castaneda-
Ovando et al., 2009 ; Lyubenova et Schroeder, 2010 ;

Belyagoubi- Benhammou, 2011).

II- La fluridone

» L’origine de la fluridone

La fluridone est un herbicide systémique développé dans les années 1970. Jusqu’en
1979 ; la fluridone a été classée comme un herbicide expérimental (West et al., 1983).

Cet herbicide est appliqué au milieu aquatique pour contrdler principalement les
plantes aquatiques nuisibles ou envahissantes (Gregory et al., 2009). Le produit est fourni
sous forme granulaire ou liquide. Dans les premiers temps, la fluridone était
commercialisée en Syrie par Elly Lilly. Actuellement, cette maticre active est la propriété

de SONAR, société qui a acheté tous les droits de la fluridone en 1994 (Tomlin, 2004).

» Formule et propriétés chimiques de la fluridone
La fluridone appartient a une famille chimique non-classée, la formule générale est
de (Ci9H14F3NO).
Selon la nomenclature de Getsinger (2002) la fluridone correspond a 1-méthyl-3-

phenyl-5-(3-trifluoromethyl-phenyl)-4(1 H) pyridinone.
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La fluridone se présente sous forme de cristaux inodores de couleur blanche. Sa
masse moléculaire est d’environ 329,32 g/mole Son point d’ébullition est a 154-155°C et
sa tension de vapeur est de 1,107 mm Hg a 25°C. Elle est soluble dans ’eau a 12 mg/l a

25°C et aun pH=7

Fig.1-Structure chimique de la fluridone.

» Application de la fluridone

La fluridone est utilisée pour gérer la végétation aquatique dans les étangs d’eau
douce, les lacs, les réservoirs et les canaux d'irrigation (Debbie, 2004 ; Arias et al., 2005 ;
Durkun, 2008 ; Mistrella, 2008). Elle est également utilisée pour contrdler les mauvaises
herbes a feuilles larges et graminéens annuels. Pour étre plus efficace, elle doit étre
appliquée en post levée (Waldrep et Taylor, 1976). En outre, son application doit étre faite
avant la croissance active des mauvaises herbes, ou en tout temps pendant le printemps ou
1I’été lorsque les mauvaises herbes sont visibles (Mosller, 1995).

La fluridone est un herbicide a action lente, qui peut agir a faible dose. Sa
concentration dans 1’eau doit €tre maintenue a des niveaux phytotoxiques qui permettent de
controler efficacement la végétation cible sur une période de temps prolongée (Mistrella,
2008).

L’¢tude de Yu et Griffith (2001) confirme qu’un prétraitement de la fluridone
atténue partiellement les effets du stress thermique de fagon significative a des

températures élevées (42°C), ainsi que la sécheresse, le gel et la salinité.
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Plusieurs chercheurs montrent que la fluridone inhibe la biosynthése de l'acide
abscissique (ABA) (David, 2005 ; Boumia, 2011), Par ailleurs, la fluridone stimule la
germination des graines, la levée de la dormance (Worarad et al., 2017 ). De plus, la
fluridone inhibe la biosynthése des strigolactones (Lopez-Raez et al., 2008 ; Jamil et al.,
2010).

Goraj Koniarska (2017) conclut que les parametres physiologiques tels que la
couleur et la maturation du fruit de la tomate sont affectées par le traitement de la
fluridone. Il ajoute que, la fluridone inhibe fortement I'accumulation de lycopéne péricarpe
des fruits de tomate traités. Le méme chercheur montre que la fluridone inhibe I'activité de
la phytoéne désaturase, une enzyme responsable de la conversion de phytoéne ou
phytofluéne qui interfere dans la biosynthése des caroténoides (I'inhibition de la
caroténogenese dans la maturation des fruits de la tomate), et parfois méme inhibe la
biosynthése de la chlorophylle dans les plantes en croissance.

Noushina (2017) montre que l'application de la fluridone induit en réponse aux
stress comme les blessures, l'anaérobiose, le traitement par ’auxine, le froid, et par la
présence d'ions.

D'autres auteurs concluent que la fluridone provoque une diminution de la
production d'éthyléne ainsi qu’un ramollissement des fruits de la tomate (Sheng et al.,
2008, Zhang et al., 2009), de la pomme (Chen-Shang-Wu et Zhang-Da-Peng, 2000) et de
la péche (Cao et al., 2013).

Pech et al., (2013) ont montré que la fluridone injectée dans le fruit de la tomate
verte diminue 'adoucissement tardif des fruits.

Une étude expérimentale prouve que la fluridone joue un role dans la division du

méristéme de la racine d’ Arabidopsis (Wong, 2010).

I1I- Les composés phénoliques et les glucides

Les plantes produisent, en plus des molécules de base, un grand nombre de
composés qui ne sont pas issus directement de la photosynthése, mais résultent des
réactions chimiques ultérieures; ces composés sont appelés métabolites secondaires (He et
al., 2008). IlIs sont produits en trés faible quantité, et présentent une grande variété
structurale (Hartmann, 2007). Pour cela les produits naturels sont les principales sources de
molécules bioactives (Priva et Aparna, 2012). Parmi les métabolites secondaires bioactifs
présents dans les plantes il y a la classe des composés phénoliques qui regroupe les

polyphénols, les tanins, les quinones, les coumarines et les flavonoides.
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Durant ces derni¢éres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux
composants phénoliques a cause de leur pouvoir pour piéger les radicaux libres et a cause
des bienfaits potentiels de leur consommation sur la santé humaine (Goupy et al., 2003 ;
Spencer et al., 2004 ; Manach et al., 2006; Quideau et al, 2011). Les composés
phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8.000 molécules, divisées en une
dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point en commun : la présence dans
leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre
variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al., 2004).

Ils sont retrouvés dans de nombreux fruits et légumes, le café, les prunes, les
myrtilles, le raisin et les pommes et possédent des activités anti-oxydantes et anti-
radicalaires, en particuliers I’acide caféique et 1’acide gallique (Bossokpi, 2002 ;

Leopoldini et al., 2011 ; Boubekri, 2014 ).

1- Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence au moins d’un noyau benzénique auquel est lié¢ au groupement
hydroxyle libre, ou engagé dans d’autres fonctions (Lugasi ef al., 2003).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racine, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot et Charpentier, 2006). Ils forment un trés vaste
ensemble de substances chimiques et peuvent étre classifiés selon le nombre et
I’arrangement de leurs atomes de carbones.

Ces molécules sont généralement conjuguées aux sucres et aux acides organiques.
Les phénols sont surtout des antiseptiques et des antalgiques (Wichtl et Anton, 2003). Les
acides phénoliques, comme [’acide rosmarinique, sont fortement anti-oxydants et anti-

inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Nowitz et Bottet, 2000).

2- Les tanins

Les tanins sont un groupe diversifi¢ de métabolites secondaires des plantes qui ont
deux caractéristiques communes : tous sont des poly phénols et ont la capacité de fixer les
protéines (Harvey, 2006). Les tanins sont des constituants naturels du thé vert, du vin
rouge, et d'autres produits végétaux (Keil et al., 2004 ; Peronny,2005 ). Ces composés
interviennent dans I’inhibition de la peroxydation lipidique, aussi dans 1’oxydation de

I’acide ascorbique (Perret, 2001).
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Lors de la peroxydation, les tanins donnent des protons face aux radicaux libres, et
ainsi, des radicaux tanniques stables sont formés, ce qui permet de stopper la réaction en
chaine de I’auto-oxydation lipidique (Ekoumou, 2003). Chez les végétaux supérieurs, il y a
deux groupes de tanins qui différent par leur structure et leur origine biogénétique : les
tanins hydrolysables et les tanins condensés (Biaye, 2002).

Les tanins hydrolysables sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un
nombre variable d’acide phénolique alors que les tanins condensés ce sont des polyméres
ou oligomeres flavaniques (Khanbaba et Ree, 2001). Les tanins ont de grandes capacités
anti-oxydantes dues a leurs noyaux phénols, ils sont 15 a 30 fois plus efficaces que les
phénols simples (Peronny, 2005).

Les tanins sont trés répandus dans le régne végétal, ils sont particulieérement
abondants chez les coniferes, les fagacées et les rosacées (Ghestem et al., 2001).

Tous les organes végétaux peuvent en renfermer : 1’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits, les racines et les graines (Khanbabaee et Ree, 2001).

Selon Peronny (2005), les tanins sont présents dans une variété de plantes utilisées
dans I’alimentation, notamment les céréales, les légumineuses (sorgho, millet, orge,
haricots secs, petits pois, caroube) et les fruits (pomme, mire, canneberge, datte, raisin,

aubépine, péche, poire, kaki, prune, framboise et fraise).

3- Les quinones

Les quinones sont des composés intéressants qui ont des caractéristiques uniques et
plusieurs réles importants. Ils sont largement distribués dans la nature.

IIs ont un role important dans la chaine de transport d'électrons pour maintenir les
fonctions biologiques des plantes et des animaux (Naoya et Naotaka., 2014). En plus de
ces roles biologiques, les quinones sont attachées aux composés phénoliques simples.
Certaines quinones plus complexes, ou la partie aromatique est liée a une chaine latérale
isoprénique, assurent souvent des fonctions biologiques essentielles chez les étres vivants,
en particulier le transfert des électrons dans les mitochondries et les chloroplastes

(Macheix et al., 2005).
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4- Les coumarines

Les coumarines sont surtout présentes chez les dicotylédones et abondantes dans
certaines familles (Rutaceae, Fabaceae, Apiaceae, Oléaceae, Loganiaceae, Solanaceae,
Asteraceae et Hippocastanaceae). Elles sont formées dans les feuilles et s'accumulent
surtout dans les racines et les écorces, ainsi que dans les tissus agés ou 1ésés.

Les coumarines de différents types se trouvent dans de nombreuses especes
végétales et possédent des propriétés trés diverses. Elles sont capables de prévenir la
peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes

et peroxydes (Igor, 2002).

5- Les flavonoides

Les flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des composés phénoliques (Marfak, 2003).

Ils sont amplement répandus dans le régne végétal tant dans les graines que les
fleurs, les fruits et les feuilles (Dacosta, 2003 ; El Gharras, 2009). Ces molécules sont

considérées comme des pigments universels des végétaux.

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles (Bruneton, 1999), et ils sont beaucoup utilisés en systématique des plantes,
probablement parce que leur extraction et leur identification sont assez faciles (Walter et
al., 2002). IIs existent le plus souvent a 1’état naturel sous forme d’hétérosides (Ghestem et
al.,2001).

Les formes hétérosidiques des flavonoides hydrosolubles s’accumulent dans les
vacuoles et, selon les especes, se concentrent dans 1’épiderme des feuilles, ou se
répartissent entre 1’épiderme et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrés
dans les cellules épidermiques (Bruneton, 1999).

La classe des flavonoides comporte plus de 4.000 substances qui ont été isolées et
identifiées a partir des milliers de plantes (Forkmann et Martens, 2001).

Ils sont classés en plusieurs catégories : flavonols, flavones, flavanones, chalcones,
flavanes, isoflavones et anthocyanes (Derbel et Ghedira, 2005; Fraga et Oteiza, 2011).

L’activité du piégeage des radicaux libres est I’'un des mécanismes importants de
I’activité antioxydante pour les flavonoides. Ce mécanisme est li¢ a leur structure et a

I’arrangement des groupements hydroxyles (Sokol Letowska et al., 2007).
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La propriété antiradicalaire des flavonoides est dirigée principalement vers HOe et
O**", ainsi que les radicaux peroxyl (ROO<). Par ailleurs, I’inhibition des enzymes présente
un autre mécanisme de I’activité antioxydant des flavonoides. En effet, les flavonoides
peuvent agir sur 1’activité de la xanthine oxydase.

Une ¢étude a montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d’autres
enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygénase et la

lipooxygénase (Marfak, 2003).

6- Les glucides

Les glucides forment un groupe de composés tres importants et fondamentaux chez
les végétaux, car ils forment les composés de base dans la synthése des lipides et des
protéines.

Les glucides sont des indicateurs de degré de stress, a cause de son importante
augmentation lors de la sévérité. Les sucres métaboliques (glucose, galactose, saccharose
et fructose) permettent la résistance aux différents stress. Ils jouent un réle prédominant
dans la vie de la plante, car ils sont produits par la photosynthese, transportés vers les tissus
profonds et canalisés, la respiration est convertic en composés de réserves (lipides,

saccharose, amidon) qui sont éventuellement dégradés (Loretti et al., 2001).
IV- Présentation d’Abelmoschus esculentus L.

1- Systématique de ’espéce (Classification phylogénétique APG 11, 2003).

Reégne Plantae

Sous reégne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidea

Ordre Malvales

Famille Malvaceae

Genre et espece Abelmoschus esculentus L.
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2- Origine de I’espéce

Abelmoschus esculentus L. est l'une des espéces les plus connues de la famille des
Malvacées (Hussain et al., 2006 ; Naveed et al., 2009 ; Ouedraogo, 2009). Elle était
auparavant incluse dans le genre Hibiscus. Plus tard, elle a été¢ désignée par Abelmoschus,
qui se distingue du genre Hibiscus (Aladele et al., 2008).

Le gombo est connu sous de nombreux noms locaux dans différents pays du
monde : le doigt de femme en Angleterre, le gumbo aux FEtats-Unis d'Amérique,
quimgombo en espagnol, quiabero en portugais, bhindi en Inde, bamiah en arabe.

Le nom okra est également une déformation d’un mot appartenant a une langue
africaine. Le mot est couramment utilisé par les Allemands et les Espagnols, mais est
beaucoup moins employé dans la francophonie, du moins en Europe.

L’origine de I’espéce Abelmoschus esculentus L. reste obscure. On ne sait pas avec
certitude, mais plusieurs chercheurs pensent que le gombo, ou bien okra, est originaire
d'Ethiopie (Getachew, 2001 ; Simmone et al., 2004 ; Dandena, 2010 ; Sathish et Eswar,
2013 ; Habtamu Fekadu et al., 2014). 1l a ensuite été¢ propagé en Afrique du Nord, en
Méditerranée, en Arabie et en Inde au XII*™ siécle (Nzikou et al., 2006).

[eme

Le gombo a été¢ importé en Europe par les Maures des espagnols au XI siecle.

En Amérique, la plante a été introduite au XVIII*™ siécle par les esclaves (Zachary et al.,
, 2012). Aujourd’hui, il est répandu dans la plupart des régions tropicales et sous-tropicales

de la plancte.

3- Répartition géographique et exigences climatiques et édaphiques

Le gombo est une plante originaire d'Afrique, connu depuis I'année 1216. (Mcleod
et Ames, 1990) .1l est cultivé dans de nombreux pays comme le Japon, la Turquie, I'Iran,
I'Ouest Afrique, la Yougoslavie, le Bangladesh, 1’ Afghanistan, le Pakistan, la Malaisie, la
Thailande, 1’Inde, le Brésil, I’Ethiopie, et dans le sud des Etats-Unis (Qhureshi, 2007).

Le gombo est une espece bien adaptée aux climats chauds et humides. Il est
sensible a la sécheresse, mais cette sensibilité varie suivant les phases du cycle (Sawadogo
et al. 20006).

Abelmoscus esculentus L. ne supporte pas des températures nocturnes trop basses.
I1 nécessite des températures supérieures a 20°C pour avoir une croissance normale.

L'initiation florale et la floraison sont retardées a mesure que la température s'éleve
(De Lannoy, 2001). Par contre, Nana (2005) a rapporté que les meilleurs rendements sont

obtenus en période chaude.
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Le gombo est une plante photopériodique. C'est une plante a jours courts,
cependant sa large répartition géographique jusqu'a des latitudes de 35-40° indique qu'il y a
des différences marquées entre cultivars (Siemonsma et Hamon, 2004).

Le gombo tolére une grande diversité de sols. Cependant, il préfére les sols
profonds, limono-sableux, bien drainés et riches en matieres organiques (De Lannoy,
2001 ; Siemonsma et Hamon, 2004 ; Lim et Chai, 2007). Le pH optimal pour la culture du
gombo varie de 6 a 7

4- Description botanique

L’Abelmoschus esculentus L. est une herbacée annuelle robuste, dressée a la base pouvant

atteindre 3 a 4 m de hauteur, plus ou moins ramifiée suivant les variétés (Singh et al.,

2005).

(a) (b)
Fig.2- Graines de gombo (a) ; Plante de gombo (b) (DAHLI, 2019)

La tige principale est cylindrique, lignifiée ultérieurement, de couleur verte souvent
tachetée de rouge avec des poils raides disséminés, glabrescents. Sur le plan agricole, on
distingue deux groupes de variétés, I’espece a tige courte et celle a tige longue (Siemonsma
et Hamon, 2004).

Les feuilles d’Abelmoschus esculentus L. disposées en spirale, simples stipulées de
forme et de taille variables. Elles sont de couleur verte a rouge, leurs pétioles atteignent 35-
50 cm de long souvent tachées de rouge et portent des poils raides disséminés

Le systeme racinaire d’Abelmoschus esculentus L. relativement important, il est

constitu¢ d'une racine pivotante avec de nombreuses racines secondaires.
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Ce systeme lui permet, d'une part, de fixer la plante en profondeur et, d'autre part,
de puiser l'eau et les sels minéraux dont elle a besoin (De Lannoy, 2001).

Les fleurs de gombo, comme celles de la plupart des malvacées, sont axillaires,
solitaires et de grande dimension, couvertes de poils raides disséminés. Elles sont de
couleur créme ou jaune avec une coloration rouge a la base des cinq pétales libres.

Le fruit est une capsule érigée, cylindrique a pyramidale, fusiforme, de section
ronde (fruit lisse) ou anguleuse (5 a 10 arétes par fruit). Sa coloration est variable (rouge-
violet, vert rougeatre a vert foncé, vert pale a jaune), les fruits peuvent étre duveteux,
légérement rugueux ou €pineux, et peuvent contenir jusqu’a 100 graines. Ils sont récoltés
frais quelques jours apres la floraison (De Lannoy, 2001).

Les graines de gombo sont de forme globuleuse a ovoide ou duveteuses (3-6 mm de
diametre), elles sont assez grosses, de couleur grise et portent rarement de poils rouges sur

le tégument (De Lannoy, 2001).

5- Production de gombo

Le gombo est une plante annuelle, de la famille des Malvaceae. 1l constitue de nos
jours un légume trés économique pour les communautés pauvres du fait de son fort
potentiel de vente sur les marchés ruraux et urbains. D’aprés Fondio et al, (2007), la
production annuelle en Cote d’Ivoire est d’environ 100.000 tonnes.

Aussi le gombo est cultivé sur toute 1’étendue du territoire ivoirien. Au Bénin, la
culture du gombo est trés faible et ne fournit que 42.816 tonnes/an pour une superficie

moyenne de 13.272 ha/an, soit un rendement de 3,23 tonnes/ha (Faostat, 2013).

M Inde

m Nigéria

M Soudan
mirak

W Cote d'Ivoire

m Pakistan

Egypte
Ghana

Fig.3- Production du gombo dans le monde (FAO, 2011)
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Selon la FAO (2011), le premier producteur du gombo dans le monde est 1’Inde
(5.884.000 tonnes) qui représente 76% de la production mondiale. Suivie par le Niger (le
premier pays producteur de gombo en Afrique) qui produit d’environ 14% de production
mondiale. Cette espece est également cultivée en Egypte qui se classe en septiéme position

apres le Soudan, I’Irak, et le Pakistan, avec une production de 84.041 tonnes.

6- Valeur nutritive d’Abelmoschus esculentus L.

- Les antioxydants

Le gombo contient de faibles quantités de composés antioxydants, comme le B-
caroténe, la lutéine et la zéaxanthine, et une plus grande quantit¢ d’un autre de ces
composés comme la quercétine. Une portion de 100 g de gombo frais fournit 11 mg de
quercétine.

En comparaison, 1’oignon, qui constitue 1’une des principales sources de quercétine
dans I’alimentation, en contient de 13 mg a 20 mg par 100 g. (Shui et Peng, 2004 ; Huang
etal.,2007).

- Les fibres alimentaires
Les fibres alimentaires ne se retrouvent que dans les produits végétaux. Elles
regroupent un ensemble de substances qui ne sont pas digérées par I’organisme (Marlett et
al., 2002). Elles sont classifiées en deux groupes principaux : les fibres solubles et les
fibres insolubles. Le gombo contient une proportion ¢élevée de fibres solubles, soit 40 % de

son contenu en fibres alimentaires totales ( Fernandez, 2001 ; Dikeman et Fahey, 2006 ).

- Les gommes
Le gombo contient une gomme mucilagineuse importante peu utilisé dans diverses
préparations alimentaires. Les études de Romanchik-Cerpovicz et al., (2006) montrent
qu’elle pourrait servir de substitut de matic¢res grasses dans certaines préparations. Elle
peut étre aussi utilisée comme épaississant dans diverses préparations culinaires (soupes,
ragouts, etc). Egalement, elle pourrait remplacer une certaine quantité de matieres grasses

dans les biscuits et les desserts congelés a base de lait.
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- Les huiles
Depuis les années 1950, divers chercheurs se sont penchés sur la composition de
I’huile tirée des graines de gombo. Selon une étude faite par des chercheurs africains
(Nzikou et al., 2006), cette huile présenterait un bon profil lipidique, meilleur que celui de

I’huile de mais, de tournesol ou de pépins de raisin.

- Les glucides et les mucilages
Les fruits de gombo sont riches en glucides, qui présentent d’environ 7 a 8§ % de la
matiere seche. Les principaux composants sont le galactose (25%), le rhamnose (22%),
I’acide galacturonique (27%) et les mucilages,ces dernicres présentent la classe principale

des composants glucidiques de gombo (Benchasri, 2012).

- Les protéines et les lipides
Les graines de gombo contiennent environ 20% de protéines — dont la composition
en acides aminés est comparable a celle des protéines du soja — et environ 20% de lipides —
dont la composition en acides gras est comparable a celle de I’huile de graines de coton

(Benchasri, 2012).

- Les acides aminés
Le gombo c’est une bonne source d'acide aspartique et d'arginine qui représentent
10 % des acides aminés totaux.
De plus le gombo est tres riche en sels minéraux et en vitamine comme le calcium
(63 mg pour 100 g), le phosphore (56 g pour 100g), le magnésium (43 mg pour 100g), le
sodium (45 mg pour 100 g), le fer (0,4 mg pour 100 g), le manganése, le cuivre, ainsi que

les vitamines C (16,3 mg pour 100 g), vitamine B2, B3, B6, B9, k et A (Benchasri, 2012).

7- La plantation et la croissance

Les especes du genre Abelmoschus sont des herbacées annuelles la plupart du
temps, pérennes parfois (pour quelques especes sauvages), qui se multiplient par graines.

Le gombo est cultivé presque toute 1'année, mais elle se développe mieux pendant
la saison chaude et humide. Elle demande des températures minimales de 1'ordre de 20 °C
et peut étre semée sur une tres large gamme de sols, mais de préférence les sols aux pH

compris entre 6 et 7.
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La fertilisation est rarement pratiquée, il est recommandé d'appliquer un engrais
organique avant le semis, puis de réaliser un apport d'urée et de chlorure de potassium en
deux ou trois applications.

La plantation des jeunes plants en pleine terre s’effectue de la mi-mai lorsqu’il n’ya
plus de risque de gel.

Les arrosages des cultures de gombo doivent d’étre fréquents, un arrosage tous les
deux jours : une plante adulte consomme I'équivalent de 8 millilitres d'eau par jour (Priya
Singh, 2014).

Le gombo a une croissance indéterminée. Il commence a fleurir 1 a 2 mois apres le
semis, qui a lieu au début de la grande saison des pluies.

Le fruit est une capsule a croissance rapide. Celui-ci est récolté quelques jours apres
le début de sa croissance (Hamon et Charrier, 1997).

Les fleurs de gombo ont souvent une pollinisation entomophile, elles sont
hermaphrodites et ne possédent pas de systéme d'auto-incompatibilité. Ceci permet a la
fois l'autogamie et l'allogamie, cette derniére se produisant a des taux relativement
variables de 0 a 69 % en populations naturelles, mais il est souvent trés faible (Hamon et
Koechlin, 1991).

Les fruits contiennent des graines rondes et blanches trés sensibles aux gelées qui
peuvent étre facilement endommagées. Ils sont récoltés lorsqu'ils sont immatures et
consommeés comme légumes. Les graines deviennent rapidement fibreuses et ligneuses.
Pour étre comestibles, elles doivent tre récoltées dans la semaine apres la pollinisation des

fruits (Priya Singh, 2014).

8- Intéréts alimentaire et médical du gombo

Le gombo occupe aujourd'hui une place non négligeable. La production annuelle
dans le monde serait de l'ordre de 5 a 6 millions de tonnes.

En Afrique de I’Ouest, les gombos occupent la deuxieme place dans la production
légumicere, apres les tomates (Hamon et Charrier, 1997). La majorité de cette production
concerne Abelmoschus esculentus L.

Le gombo est un légume typique de 1’alimentation africaine. Il est consommé cru,
cuit et parfois sous forme déshydratée. Sa saveur et sa texture sont particulieres.

Les gombos sont principalement cultivés dans un but alimentaire. Ce sont ses fruits

qui sont consommeés, comme condiment ou comme liant dans les sauces (Hamon et
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Charrier, 1997). Ils sont aussi une bonne source dans 1’¢levage des animaux (Mihretu et
al.,2014).

Outre ses usages, le gombo fournit des fibres qui sont utiles pour la fabrication du
papier et des cordages. De plus les gommes de graines sont utilisées pour la production de
pétrole. Les graines peuvent étre aussi roties et broyées pour créer une source de café sans
caféine (Calisir et Yildiz, 2005). Les gousses immatures sont également utilisées pour
fabriquer des cornichons (Madison, 2008 ; Maramag, 2013). Ces graines, en plus de fournir
une huile comestible, sont riches en phospholipides, des composés ayant de nombreuses
applications.

En ce qui est de I’intérét médicinal, le gombo est signalé dans la guérison des
ulcéres et le soulagement des hémorroides. Des parties non spécifiées de la plante ont été
remarquées comme possédant des propriétés diurétiques (Felter et al., 2011), ce qui est
mentionné dans de nombreuses sources associ¢es a la médecine traditionnelle a base de
plantes. Le gombo a trouvé une application médicale comme remplacement du plasma ou
dilatateur du volume sanguin (Lengsfeld ef al., 2004 ; Adetuyi et al., 2008 ; Kumar et al.,
2010). C'est aussi une bonne source d'iode, qui est utile dans le traitement du goitre simple,
et la source d'autres composés médicalement utiles (Moaward et al., 1984). 1l s'agit de
troubles génito-urinaires trés utiles, de spermatorrhée et de dysenterie chronique
(Nandkarni, 1927).

Les tests effectués en Chine suggerent qu'un extrait d'alcool de feuilles de okra peut
¢liminer les radicaux libres d'oxygene, atténuer les maladies interstitielles tubulaires
rénales, réduire 1'urée protéique et améliorer la fonction rénale (Liu et al., 2005 ; Kumar et
al., 2009).

Selon plusieurs études prospectives et épidémiologiques, une consommation ¢levée
de fruits et de légumes diminuerait le risque de maladies cardiovasculaires et de certains

cancers (Bazzano et al., 2003).
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CHAPITRE I1 - MATERIEL ET METHODES

I. Matériel végétal

Les graines utilisées dans cette étude sont prélevées du la collection de laboratoire
de Physiologie Végétale de I’université d’Oran I Ahmed Ben Bella durant le mois de
Juillet 2010 a partir de plantes naturelles récoltées de la région de Nechmaya au Sud de
Annaba. Les graines ont été conservées dans un réfrigérateur jusqu'a 1’application des tests

expérimentaux.

I1. Méthodes
1- Phase de germination
a. Préparation des semences

Les graines sont désinfectées a I’hypochlorite de sodium a 0.8 % pendant trois
minutes. Les graines sont ensuite rincées a 1'eau distillée plusieurs fois pour éliminer les
traces de chlore et séchées sur papier filtre stérile.

Les testes de germination sont réalisés en 15 répétitions de 10 graines par boite de
Pétri stériles tapissées de deux couches de papier filtre Wattman humidifiées .les boites
Pétri sont déposées dans une étuve dotée d’un thermostat assurant une stabilité thermique

convenable (25°C, la température optimale de germination).

(@ (b)

Fig.4- Graines témoins d’Abelmoschus esculentus L. aprés un jour de germination (a).
Graines témoins d’Abelmoschus esculentus L. apres 3 jours de germination (b).
Graines témoins d’Abelmoschus esculentus L. aprés 5 jours de germination (c).

b. Application des traitements

Dans chaque boite Pétri sont versés 7 ml d’eau distillée stérile pour les graines
témoins et 7 ml pour les graines traitées aux différentes solutions de la fluridone 10uM et
20uM associes ou non aux solutions salines de NaCl a deux concentrations 25 mM et 50

mM.
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La germination est définie deés I’apparition de la pointe de la radicule a travers
I’enveloppe et sortie de 1mm hors des téguments de la graine et devenu visible a I’ceil nu

selon COME (1970).

c. Parametres de germination
Les tests sont réalisés sur les graines d 'Abelmoschus esculentus L. germées dans le
but de connaitre:
- La capacité de germination des graines d’Abelmoschus esculentus L sous
I’effet combiné de la fluridone et NaCl a la température de 25°C
- Les variations des principaux composants biochimiques sensibles aux stress

abiotiques (les sucres totaux et les composés phénoliques) pendant le stade de germination.

e [Estimation du taux de germination
Sur la base du nombre total de graines utilisées (Nt), nous calculons le pourcentage
des graines en germination (Ni) selon la relation : Tg = Ni x 100 / Nt
Tg : Taux de germination
Ni : nombre de graines germées

Nt : nombre totale des graines

e Cinétique de germination
La cinétique de germination représente le plus souvent I’évolution des pourcentages
de germination cumulés en fonction de temps. Cette cinétique est établie a partir des taux
cumulés des graines germées, c'est-a-dire, la variation des taux de germination en fonction

du temps exprimé en jour.

e Vitesse de germination
Elle caractérise la variation dans le temps des taux de germination dés 1’apparition
de la premicre pointe de la radicule jusqu’a la stabilit¢ de la germination. Elle peut
s’exprimer par :
- 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 (Tm).
Cv=(N;+N;+Nj3+....+N, / N;T; + NoT, + N3T; +.... +N,T,,) x 100
T =NiT; + NoT, + N3T3 +.... +N T / Ny + No + N3+, Ny,

N; : Nombre de graines germées au temps T
N, : Nombre de graines germées entre le temps T et T,
Niu: Nombre de graines germées e au temps T3 jusqu’au temps Ty
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2. Analyses des paramétres biochimiques des graines germées
a- Préparation de matériel végétal

Quand la germination est confirmée (6 jours apres 1’application du traitement), les
graines sont enveloppées séparément dans du papier aluminium, numérotées et pesées.
Puis, elles sont séchées a 50°C pendant 48 heures. Apres, les échantillons sont pesées avant
qu’ils soient broyés a I’aide d’un mortier. La fine poudre obtenue est conservée dans des
piluliers bien fermés et placés au congélateur jusqu’a I’analyse.

Les poids frais et sec sont déterminés a 1’aide d’une balance de précision de type

OHUS SCALE corporation.

b- Analyse des sucres totaux
Le dosage des sucres est effectué¢ selon la méthode Dubois et al (1956) ou méthode
phénol /acide sulfurique.
e Principe

Le principe de cette méthode est qu’en milieu acide et a chaud, les liaisons
glycosidiques des hydrocarbures sont hydrolysées. Les oses simples ainsi libérés subissent
une déshydration intramoléculaire pour donner des dérivés furfuraux.

La fonction aldéhyde des dérivés furfuraux se condense ainsi en milieux acides avec
I’hydrolyse d’un composé phénolique pour donner des composées acétals ou hemi-acétals
de couleur rougeatre qui absorbe dans le visible (450-500 nm) dont I'intensité de la couleur
est proportionnelle a la concentration des sucres. Cette couleur reste stable durant plusieurs
heures.

e [Extraction des sucres
Le protocole d’extraction consiste a peser 100 mg de matériel végétal sec puis les
verser dans 5 ml d’éthanol a 80% pendant 24h a température ambiante. En suite la
filtration est effectuée a l'aide du papier filtre. Cet extrait est dilu¢ par 1’Ethanol; 1 ml de
I’extrait filtré dans 10 ml d’éthanol a 80 %.
e Dosage colorimétrique
Dans des tubes a essais, on introduit 1 ml du filtrat dilué, puis on ajoute 1 ml de la
solution de phénol (5%), les tubes sont soigneusement agités. puis 5 ml d’acide sulfurique
concentré sont ajoutés. Apres séjour de 30 minutes a ’obscurité, les mesures d’absorbance
sont effectuées a 490 nm.
Le calibrage du spectrophotométre se fait avec un blanc contenant : 1 ml de phénol

a 5%, 5 ml H,SO4 et 1 ml d’eau distillée.
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Pour la détermination de la concentration en sucres totaux, une courbe
d’étalonnage a été tracée pour différentes concentrations de glucose (annexe II, p 83).

Les teneurs en sucres totaux par rapport au point sec sont obtenus par la formule
suivante :

TST (mg. 100 mg™ PS) = (CxV) +P) x 100

C: Concentration des Sucres totaux en mg/ml

V: volume de 1’éthanol (ml)

P: la prise d’essais (mg)

TST : Teneurs en sucres totaux (mg. 100 mg™ PS)

¢ — Analyse des composés phénoliques
Le dosage des composés phénoliques est effectué¢ selon la méthode de Martin et

Larry, 1977.

e Principe
Ce test est basé sur la réduction de fer ferrique en fer ferreux, ce qui aboutit a la
formation d’un complexe ferreux-ferricyanide coloré ce produit est appelé (bleu de

Prusse) qui absorbe dans la visible 720 nm (Martin et Larry ,1977).

e Solubilisation
Le protocole de solubilisation consiste a peser 20 mg de matériel végétale sec puis
les verser dans 5 ml d’eau distillée pendant 24h a température ambiante, la filtration est

effectuée a l'aide du papier filtre.

e Dosage colorimétrique
Dans des tubes a essais stériles, en introduit 1 ml d’extrait a analyser, puis 3 ml de
la solution de FeCls (0.1M dans HCI 0.1N) puis on ajoute 3 ml de KsFe (CN)¢ (0.008N)].
Les tubes sont soigneusement agités, puis les mesures de DO sont effectuées a 720 nm.
Le calibrage du spectrophotometre se fait avec un blanc contenant 1 ml d’eau distill¢,
3 ml de FeCl; (0.1M dans HCI 0.1N) et 3 ml de K3Fe (CN) ¢ (0.008N).
e Expression des résultats
Pour la détermination de la concentration en composés phénoliques, une courbe
d’étalonnage a été tracée par différentes concentrations d’acide gallique (annexe II, p 83)
Les teneurs en composés phénoliques par rapport au point sec sont obtenus par la

formule suivante :

26



CHAPITRE II - MATERIEL ET METHODES

TCP (mg. 100 mg™ PS) = ((CxV) +P) x100
C: Concentration des composés phénoliques en mg/ml
V: volume d’eau distillée (ml)
P: la prise d’essais (mg)
TCP : Teneurs en composés phénoliques (mg. 100 mg™' PS)
d. Analyse qualitative
e [Extraction
Deux solvants de polarité différente sont utilisés : I’eau distillée et 1’éthanol absolu.
Pour 5g de Matériel végétal en poudre fine, on ajoute 100 ml de solvant ; les
extraits sont macérés a froid et a ’obscurit¢ 24 h puis sont filtrés a 1’aide d’un papier

Wattman. Les extraits ensuite soumis a des différents tests phytochimiques.

e Méthodes d’analyses
Une série des testes qualitatifs sur les différentes classes des métabolites

secondaires est effectuée.

- Les tanins
A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCls a 2%. Un
test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser

reposer quelques minutes) (Karumi et al., 2004).

- Les flavonoides
Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une
quantit¢ de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition d’une couleur rouge ou orange (Karumi et al., 2004).

- Les coumarines
Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube
avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant
quelques minutes. Ajouter 0,5 ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre
et examiner sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence

des coumarines (Benmehdi, 2000).
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- Les anthraquinones
Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH
0,5 N et Iml d’H,O; a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec 1’acide
acétique. Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzeéne. Agiter 1’extrait
benzénique en présence de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive est révélée par la

formation d’une couleur rouge au niveau de la couche alcaline (Benmehdi, 2000).

- Les mucilages
Mélanger 1 ml d’extrait aqueux et 5 ml d’alcool absolu. Un test positif est révélé

par ’apparition d’un précipité floconneux. (In Medjdoub H., 2010).

- Les saponosides
o Testl
5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
mn. La formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des

saponosides (Karumi et a/., 2004).

o Test2
Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride
acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser
reposer. L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence

des hétérosides stéroidiques (Karumi et al., 2004).

e Test3
5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la

présence des triterpénes hétérosidiques (Edeoga, 2005).

I1- phase végétative

1. Préparation des semis

Les graines d’Abelmoschus esculentus L utilisées dans cette étude sont nettoyées a
I’hypochlorite de sodium (0,8%) et rincées a 1’eau distillée pour éliminer les traces de

chlore.
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Ces graines subissent ensuite un prés- trempage dans I’eau distillée et semées dans
des alvéoles remplis de tourbe industrielle; un arrosage a I’eau distillée est effectué tous
les deux jours pour assurer les besoins en eau.

Dés D’apparition des premiceres feuilles les plantules sont repiquées
individuellement et soigneusement dans des pots remplis d'un mélange de sable/ tourbe
industriel (2V/V).Ces plantules sont arrosées a la solution nutritive de Hoagland (1938)
régulierement.

L’expérimentation a €t¢é menée dans une serre faisant partie de laboratoire de

physiologie végétale de 1’université de Mustapha stambouli de Mascara.

Fig.5- Plantules d’Abelmoschus esculentus (L.) agées de quelques jours sous serre (A).
Plantes d’Abelmoschus esculentus (L.) agées de quelques semaines sous serre(B).

2. Application des traitements

Les plantes agées de 104 jours sont réparties en 15 lots chaque lot contient 7
plantes, les lots subissent ensuite un stress au NaCl a 25, 50, 100 et 150 mM associé ou
non a deux concentrations de la fluridone 10, 20 uM.

La préparation de la solution de la fluridone consiste a pesé¢ 3,2 mg pour la
concentration 10uM et 6,5 mg pour la concentration 20uM dissoudre dans un litre d’eau
distillé ou de la solution saline de 25, 50, 100 et 150 mM de NaCl selon le traitement.

Durant une semaine de I’application de traitement, les plantes sont prélevées, les
feuilles et les tiges et les racines sont séparées. Afin d’éviter toute contamination avec le
substrat de culture, nous avons bien rincé les racines a I’eau et séché. Toutes les parties
ensuite pesées pour prendre leurs poids frais. Le matériel végétal est placé dans une étuve
a 80°C pendant 48 heures, puis finement broyé¢ apres la pesée de point sec et conservé
dans des piluliers bien fermés a 1’aide d’un bouchon plasma et placés au congélateur

jusqu’aux analyses.
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3. Analyse des sures et des composés phénoliques
Le dosage des sucres et des composés phénoliques est effectué selon la méthode

Dubois et al (1956) et méthode au bleu de Prusse (Martin et Larry ,1977) respectivement.
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CHAPITRE III- RESULTATS

I- Influence combiné de la salinité et de la fluridone sur les paramétres de la
germination du gombo.

1. Précocité de germination.

La précocité de la germination est exprimée par le taux des premicres graines
germées correspondant a I’intervalle de temps entre le semis des graines et les premieres
graines germées.

Les figures 6, 7 et 8 montrent les variations des taux des premicres graines germées
sous I’effet du traitement a la fluridone (10 et 20uM), ainsi que le traitement au NaCl
associ¢ ou non a la fluridone (25 mM NaCl ,50 mM NaCl, 25 mM NaCl enrichi a 10 et
20uM, 50 mM NacCl enrichi 10 et 20uM).

a. Germination des graines sans NaCl en présence de fluridone.

La figure 4 illustre que la réponse des 1< graines germées est identique pour les

lots testés a 10uM et 20 uM de fluridone : la germination démarre le 1 jour aprés le semis
avec un taux le plus élevé dont la germination est estimée a 100%, soit une augmentation

de 0,67% en comparaison au témoin (99,33%).

100,20 +
100,00 - £
99,80 -
99,60 -
99,40 -
99,20 -
99,00 -
98,80 .

Témoin F10 F20

L 2

germées %

Taux cumulés des graines

Fig.6- Précocité de germination (% des premicres graines germées) des graines
d’Abelmoschus esculentus L.sous I’effet de la fluridone (F10 = fluridone a 10 uM et F20
=fluridone a 20 uM).

b. Germination des graines sous stress a 25 mM NaCl en présence ou
non de fluridone.

La figure 7 montre que le traitement a 25 mM NaCl entraine un ralentissement de la

germination des graines par rapport au témoin (96,83% contre 99,33% pour le témoin).
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L’application de la fluridone a 10uM et 20uM semble atténuer I’effet retardateur de
la salinité a 25 mM NaCl, tout en favorisant la germination des graines qui se manifeste

dés le 17 jour apres le semis avec des taux évalués a 100% et 99,83% respectivement.

101,00
100,00 -
99,00 -
98,00 -

97,00 -

germées %

96,00 -

95,00 . .
Témoin 25 mM 25+F10 25+F20

Taux cumulés des graines

Fig.7- Précocité de germination (% des premicres graines germées) des graines
d’Abelmoschus esculentus L.sous ’effet de 25 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone (uM)

¢. Germination des graines sous stress a 50 mM NaCl en présence ou
non de fluridone.

La figure 8 montre que la contrainte saline a 50 mM NaCl sans et en présence de
10uM de fluridone induit des diminutions décelables du taux de germination. En effet,
pour les lots des graines traitées a 50 mM NaCl et a 50 mM+10 uM de fluridone, les
premiéres graines germées apparaissent le 1 jour aprés le semis avec une réduction du
taux de germination de 2,83% et 3,33% comparativement au témoin (99,83%). Ce taux

évolue de maniére croissante des que la fluridone est apportée a 20uM.

100,00 -
99,00 -
98,00 -

97,00 -

germées %

96,00 -

95,00 -

Taux cumulés des graines

94,00 .
Témoin 50 mM 50+F10 50+F20

Fig.8- Précocité de germination (% des premicres graines germées) des graines
d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet de 50 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone (uM)
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2. Cinétique de germination des graines.

a. Cinétique de germination des graines sous ’effet de 25 mM NaCl en
présence ou non la fluridone

La cinétique de germination représente le plus souvent I’évolution des pourcentages
de germination cumulés en fonction de temps. Cette cinétique est établie a partir des taux
cumulés des graines germées, c'est-a-dire la variation des taux de germination en fonction

du temps exprimé en jour sous toutes les conditions de traitement.

101 -
100 -
95
98 -

»

97 5
96 -

95 -
94 -
93 - =—==25mM NaCl =—#=25+F10 =§=25+F20

—o—Temoin —-F10 —de—F20

Taux cumulés des graines germées
%

92 .
1 2 3 4

Temps (jour)

Fig.9- Cinétique de la germination des graines d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet de
25 mM NaCl en presence ou non de la fluridone.

La figure 9 montre que le traitement a 10uM et 20 uM provoque une évolution de
la germination progressant rapidement par rapport au témoin. En effet ce traitement induit
un taux cumulé de germination de 100% dés le 1% jour aprés le semis, soit une
augmentation de 0,67% par rapport au témoin (99,33%).

Par ailleurs, les lots des graines traitées a 25 mM+ F10 et 25 mM+ F20 présentent
une évolution dont le taux cumulé des graines germées progresse de fagcon presque
identique, excepté les graines traitées a 25 mM+ F20, dont la réaction se manifeste le 1%
jour aprés le semis avec 99,33%, pour se stabiliser & partir du 2°™ jour a 100% des graines
germees.

En effet le taux cumulé des graines germées augmente de 0,67% comparativement
au témoin (99,33% contre 100%). Par contre, les graines germées sous le traitement 25
mM NaCl progressent de 95,33% dés le 1% jour jusqu'a 97,33% le 2™ jour aprés le semis

pour se stabiliser.
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Ceci représente une diminution dans le taux cumulé estimé a 2% jusqu'a 4 %
comparativement au témoin et une réduction de 3,67% jusqu'a 5,67% par rapport aux

graines traitées a 25 mM+ F10 et 25 mM+F20.

b. Cinétique de germination des graines sous ’effet de 50 mM NaCl en
présence ou non de la fluridone.

La figure 10 indique que le taux cumulé pour les graines germées sous le traitement
a 50 mM+F10 évolue lentement par rapport aux graines témoins. Sous les autres
traitements (50 mM NacCl et 50 mM +F20), les graines manifestent un taux cumulé de 94%
dés le 1 jour aprés le semis, soit une diminution de 5,33% par rapport au témoin
(99,33%), pour se stabiliser dés le 2°™ jour avec 96,67%. Dés que la concentration de
fluridone passe a 20 uM, la germination des graines évolue plus rapidement. En effet le
3éme

taux cumulé augmente de 96,67% le 1% jour jusqu'a un plateau de 98,67% le jour

apres le semis.

102 -

100 -

Dol

98 -

96 -

%

94 -

97 | ) ——Témoin —=-F10 —a—F20

90 - —=50mM NaCl —=50+F10 —&—50+F20

Taux cumulés des graines germeées

88 . .
1 2 3 4

Temps (jour)
Fig.10- Cinétique de la germination des graines d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet
de 50 mM NaCl en presence ou non de la fluridone.

Pour le lot des graines traitées 8 50 mM NaCl, la germination démarre le 1% jour
aprés le semis avec un taux de 92,67%. Ceci représente une diminution de 6,66% par
rapport au témoin (99,33%) et 1,33% a 4% comparativement au traitement a 50 mM+F10
et 50 mM+F20 (respectivement 94% et 96,67%). 1l se stabilise le 3™ jour aprés le semis
avec un taux plateau de 98%, soit une diminution de 1,33% comparativement aux graines
témoins (99,33%). Il faut noter que 1’évolution dans le taux cumulé des graines germées
sous le traitement a 50 mM NaCl associé ou non a la fluridone reste faible par rapport aux

graines témoins et celles traitées a 10uM et 20uM de la fluridone.
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L’¢tude statistique selon le test de Student (Tableau 5, annexe I page 80) indique
que la différence du taux de germination est hautement significative pour les graines
traitées a 50 mM+F10 et pour celles stressées a 50 mM NaCl par rapport au témoin
(<0,05) ; par contre aucune différence ne s’exprime sur les taux cumulés sous 1’effet des

autres traitements par rapport au témoin (<0,05) .

3. Vitesse de germination : coefficient de vélocité (Cv) et temps moyen (Tm).

La vitesse de germination est considérée comme étant le temps mis par les graines
pour germer (LANG, 1965) déterminé entre le semis et la fin de la germination. Pour
mieux étudier les facteurs agissant sur la germination des graines de gombo, nous adoptons
deux formules simples : le coefficient de vélocité (Cv) et le temps moyen de germination

(Tm) proposées par KOTOWSKI (1926).

a. Vitesse de germination des graines sans NaCl en présence de

fluridone.

120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

'S
¥ S
¢

Cv (%)

Témoin F10 F20

Fig.11- Coefficient de vélocité (Cv %) de germination des graines d ’Abelmoschus
esculentus L. sous D’effet de la fluridone.

Témoin F10 F20

Fig.12- Temps moyen (Tm en jour) de germination des graines d’Abelmoschus esculentus
L. sous I’effet de la fluridone.
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Les résultats des figures 11 et 12 montrent que le traitement a la fluridone a 10 et
20 uM ne provoque aucune variation dans la vitesse de germination, ce qui est représenté
par le coefficient de vélocité et le temps moyen. Ces parameétres présentent un niveau
stable et élevé en fonction de la concentration croissante de fluridone.

b. Vitesse de germination des graines sous stress a 25 mM NaCl en
présence ou non de la fluridone.

Les figures 13 et 14 montrent que le traitement a 25 mM NaCl entraine un
ralentissement de la vitesse de germination et une prolongation dans le temps moyen (soit
98,15% contre 100% pour Cv et 1,02 jour contre 1 jour pour le Tm). Par contre, pour la
solution au NaCl a 25 mM enrichi de fluridone, la vitesse de germination suit une
progression rapide avec un temps moyen plus court. Par conséquent, la vitesse de
germination et le temps moyen sont pratiquement voisins de ceux des graines témoins

(100%, 99,39% pour 100% Cv).

Cv (%)
S

Témoin 25mM 25+F10 25+F20

Fig.13- Coefficient de vélocité (Cv %) de germination des graines d ’Abelmoschus
esculentus L.sous I’effet de 25 mM NaCl en présence ou non de la fluridone.

1,1 -
1,08 -
1,06 -
1,04 -
1,02 -

Tm (jour)

0,98 -
0,96

Témoin 25 mM 25+F10 25+F20

Fig.14- Temps moyen (jour) de germination des graines d ’Abelmoshcus esculentus L. sous
I’effet de 25 mM NaCl en présence ou non de la fluridone.
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c. Vitesse de germination des graines sous stress a 50 mM NaCl en
présence ou non de la fluridone.

Les résultats des figures 15 et 16 montrent que la vitesse de germination baisse
rapidement lorsque 50 mM NaCl sont apportés aux graines, avec une prolongation dans le
temps moyen comparativement au témoin (soit 95,03% contre 100% pour Cv et 1,06 jour

contre 1 jour pour Tm).

106 -
104
102
100 A
98 -
96 -
94 -

Cv (%)

90 T T T
Témoin 50 mM 50+F10 50+F20

Fig.15- Coefficient de vélocité ( (Cv%) de germination des graines d ’Abelmoschus
esculentus L. sous I’effet de 50 mM NaCl en présence ou non de la fluridone.

1,2
1,15 -
1,1 -
1,05 -

Tm (jour)

0,95 -
0,9 .
Témoin 50 mM 50+F10 50+F20

Fig.16- Temps moyen (jour) de germination des graines d’Abelmoschus esculentus L.
sous I’effet de 50 mM NaCl en présence ou non de la fluridone.

Par contre, lorsque la solution au NaCl est additionnée a 10 uM de fluridone, la
vitesse de germination augmente a 97,19% avec un temps moyen estimé a 1,04 jour pour
baisser de nouveau a 94,92% des que la concentration de fluridone passe a 20uM.

L’analyse statistique selon le test de Student (Tableau 6, annexe I page 80) montre
que le traitement a F10, F20, 25 mM NaCl, 25 mM+F10, 25 mM+ F20 et 50 mM+F10 n’a
pas d’effet significatif sur la vitesse de germination et le temps moyen par rapport au
témoin (<0,05). Néanmoins,-le traitement a 50 -mM NaCl et/50°mM+F20 a un effet

hautement significatif par rapport au témoin (<0,05).
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II- Réponses biochimiques des graines d’Abelmoschus esculentus L. sous D’effet
combiné de la salinité et de la fluridone.

1. Teneurs en sucres totaux des graines d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet
de la fluridone associée ou non au NaCl.

Les résultats représentent les variations des teneurs en sucres totaux dans les

graines d ’Abelmoschus esculentus L. sous 1’influence combinée de la fluridone et du NaCl

a. Teneurs en sucres totaux des graines sans NaCl en présence de

fluridone.

La figure 17 montre que les teneurs en sucres fluctuent dans les mémes proportions
sous le traitement de la fluridone quelque soit la concentration (10 et 20uM). En effet, les
résultats obtenus présentent une diminution estimée de 0,62 a 0,66 mg.100 mg™' PS par

rapport aux graines témoins (2,15 mg.100 mg™ PS).

2,5 1

2 4

1,5 1

1

0,5

Teneurs en sucres totaux
(mg.100mg1PS)

Témoin F10 F20

Fig.17 — Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg™' PS) des graines d'Abelmoschus esculentus
L. sous I’effet de la fluridone.

b. Teneurs en sucres totaux des graines sous stress a 25 et 50 mM NaCl
en présence ou non_de la fluridone.

La figure 18a illustre que, sous le traitement a 25 mM NaCl, la teneur en sucres
totaux chute remarquablement (0,86 mg.100 mg"' PS) par rapport aux graines témoins
(2,15 mg.100 mg™' PS).

Lorsque la solution saline est enrichie de fluridone (10uM et 20uM), la teneur en
ces composes s’¢éléve en fonction de 1’évolution de la concentration de la fluridone jusqu'a

un plateau de 1,64 mg.100 mg™' PS.
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Les résultats illustrés de la figure 18b montrent que la solution a 50 mM de NaCl
provoque une diminution dont la teneur des sucres totaux est estimée a 1,31 mg.100 mg™
PS par rapport au témoin (2,15 mg.100 mg' PS).

Par contre, les teneurs en sucres sont influencées positivement par le régime a 50
mM de NaCl enrichi de fluridone (10uM et 20uM). Par conséquent, 1’évolution de la
concentration de fluridone s’accompagne d’une augmentation de la teneur en sucres

jusqu'a un plateau de 2,79 mg.100 mg™' PS contre 2,15 mg.100 mg™" PS pour les graines

témoins.
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Fig.18- Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg™” PS) des graines d’dbelmoschus esculentus
L. sous I’effet de 25 mM NaCl (a) et 50 mM NaCl (b) en présence ou non de la fluridone

L’analyse statistique selon le test de Student (Tableau 7, annexe I p 80) révele un
effet hautement significatif du NaCl (25 mM et 50 mM) sur la teneur en sucres par rapport
aux graines témoins (<0,05). Les résultats montrent aussi que le traitement a 25 mM + F10
a un effet significatif sur la syntheése des sucres par rapport aux graines témoins (<0,05).
Néanmoins, le traitement a F10, F20, 25 mM NaCl + F20, 50 mM NaCI+F10 et 50 mM
NaCl +F20 a un effet non significatif sur la teneur des sucres par rapport aux graines
témoins (<0,05).

2. Teneurs en composés phénoliques des graines d’Abe/moschus esculentus L.
sous I’effet de la fluridone associée ou non au NaCl.

a. Teneurs en composés phénoliques des graines sans NaCl et en
présence de fluridone.

La figure 19 représente la teneur en composés phénoliques enregistrée dans les

graines d 'Abelmoschus esculentus L. sous le traitement de la fluridone a 10uM et 20uM.
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Les résultats révelent que la teneur en composés phénoliques chute
lentement sous 1’effet du traitement F10 (0,42 mg.100 mg'1 PS contre 0,45 mg.100 mg'1 PS
pour les graines témoins).
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Fig.19— Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) des graines d'Abelmoschus
esculentus L. sous I’effet de fluridone.

Par contre I’évolution de la concentration de la fluridone a 20 uM stimule
1’accumulation de ces composés dans les graines jusqu'a 0,72 mg.100 mg" PS par rapport

aux graines témoins (0,45 mg.100 mg™' PS).

b. Teneurs en composés phénoliques des graines sous stress a 25 mM
NaCl et S0 mM NaCl en présence ou non de la fluridone.

La figure 20a montre que la teneur de composés phénoliques est influencée
positivement par le traitement au NaCl a 25 mM associé ou non a la fluridone. En effet la
teneur évolue remarquablement jusqu'a 0,63 mg.100 mg' PS sous le traitement 25
mM+F10, ensuite, lorsque la concentration de fluridone passe a 20 uM, la teneur chute

1égérement jusqu'a 0,60 mg.100 mg™' PS.
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Fig.20- Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg” PS) des graines d’dbelmoschus
esculentus L. sous I’effet de 25 mM NaCl (a) et 50 mM NaCl (b) en présence ou non
de la fluridone
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Selon les résultats (fig.20b), ’apport des solutions salines a 50 mM enrichi ou non
de fluridone (10uM et 20uM) provoque une diminution de la teneur des composés
phénoliques par rapport au témoin. En effet, la teneur de ces composés fluctuent dans les
mémes proportions, quelque soit le traitement (0,37 a 0,38 mg.100 mg" PS contre 0,45
mg.100 mg™' PS pour le témoin).

L’étude statistique selon le test de Student (Tableau 7, annexe I page 80) montre
que le traitement a la solution de 25 mM NaCl et 50 mM NaCl enrichi ou non de fluridone,
quelque soit leur concentration (10uM, 20uM), a un effet non significatif sur la teneur des

composés phénoliques.

III- Etude qualitative des différentes familles des métabolites secondaires dans les
graines d’Abelmoschus esculentus L. traitées a la fluridone associée ou non au NaCl
(mM).

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles des

métabolites secondaires existantes dans les graines d’Abelmoschus esculentus L. traitées a
la fluridone (10uM et 20 uM) associé¢e a 25 mM et 50 mM NaCl. Ces réactions sont basées
sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.

Les résultats de ce criblage phytochimique reportés dans les tableaux suivants
mettent en évidence la richesse, ainsi que la présence ou I’absence d’un groupe de

métabolites secondaires selon les traitements.

1. Graines traitées sans NaCl en présence de fluridone.

Les résultats des tests qualitatifs des extraits aqueux et éthanolique dans les graines
témoins confirment la présence des coumarines et la plus grande richesse des flavonoides.
Par contre, les mucilages, les tanins et les anthraquinones en sont totalement absents.

Tableau 1- Analyse qualitative des différentes familles des métabolites secondaires dans
les deux extrait aqueux et éthanolique dans les graines de gombo traitées a la
fluridone sans NaCl.

Extrait aqueux Extrait éthanolique

Les métabolites Témoin F10 F20 Témoin F10 F20
Tanins - - + - - -
Flavonoides == 4=E +++ - - |
Coumarines | i R e ++ ++
Anthraquinones - - - - + +
Mucilages - - ++ - - -
Saponosides Test 1 / / / - ++ -
Saponosides Test 2 / / / Ll . et
Saponosides Test 3 / / / T e -
Riches (+++), (++) Détectés (+) Non détectés (-) (/) non analysés
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De plus, les tests effectués sur 1’extrait éthanolique font apparaitre que les
saponosides existent sous deux formes : a génine stéroidiques et & génine triterpéniques.

Par ailleurs, le traitement de la fluridone a 10uM provoque des variations dans la
répartition de quelques groupes métaboliques. En effet, il est observé la présence des
anthraquinones et la plus grande richesse des coumarines. De plus, il est enregistré une
diminution dans la richesse en flavonoides par rapport aux graines témoins alors que la
répartition des autres métabolites (les tanins et les saponosides) reste stable par rapport aux
graines témoins.

D’autre part, ’augmentation de 1’apport de fluridone a 20uM induit des variations
remarquables dans les proportions des différents groupes métaboliques dans les deux
extraits (aqueux et éthanolique). En effet, il est observé la présence des tanins dans 1’extrait
aqueux et il est détecté aussi la présence des anthraquinones et des flavonoides dans
I’extrait éthanolique. Ceci confirme la plus grande richesse des graines en ces composés en

comparaison aux graines témoins, alors qu¢ la répartition des saponosides reste stable par

rapport aux graines témoins.

2. Graines traitées a 25 mM NaCl en présence de fluridone.

Les résultats montrent que 1’addition de 25 mM NaCl a la fluridone stimule
I’accumulation de quelques groupements métaboliques dans les graines. Par conséquent, il
est observé la présence des tanins et des mucilages. Il est & remarquer aussi la plus grande
richesse des coumarines, alors qu’il y a une diminution dans la richesse en flavonoides et
en saponosides stéroidiques et triterpéniques.

Tableau 2- Analyse qualitative des différentes familles des métabolites
secondaires dans les deux extrait aqueux et éthanolique dans les graines de gombo traitées
a 25 mM NaCl en présence de la fluridone.

Extrait aqueux Extrait éthanolique
Les métabolites Témoin 25 mM 25 mM Témoin 25 mM 25 mM

NaCl+F10  NaCI+F20 NaCl+F10  NaCI+F20
Tanins - - H=H - - -
Flavonoides +++ +++ | - | -
Coumarines | 4 = | ++ ++
Anthraquinones - - - - i i
Mucilages - 4 ++ - - -
Saponosides Test 1 / / / - - -
Saponosides Test 2 / / / H=E | it
Saponosides Test 3 / / / S traces |
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3. Graines traitées a 50 mM NaCl en présence de fluridone.

L’analyse qualitative montre que le traitement a 50 mM NaCl enrichi de fluridone
provoque un changement dans la répartition des composés métaboliques. En effet, il est
observé une richesse en tanins, en anthraquinones et en coumarines par rapport aux graines
témoins. Il est observé également la présence de traces de mucilages dans 1’extrait aqueux

des graines traitées.

D’autre part, les résultats confirment 1’absence totale de flavonoides dans toutes les
graines traitées, excepté celles traitées a 50 mM +F10. Ceci confirme 1’effet négatif de ce
traitement sur la richesse des graines en ce qui concerne ce groupe métabolique

comparativement aux graines témoins.

Tableau 3- Analyse qualitative des différentes familles des métabolites secondaires dans
les deux extrait aqueux et éthanolique dans les graines de gombo traitées a 50
mM NaCl en présence de la fluridone.

Extrait aqueux Extrait éthanolique
Les métabolites Témoin 50 mM 50 mM Témoin 50 mM 50 mM
NaCl+F10 NaCl+F20 NaCl+F10 NaCIl+F20

Tanins - - ++ - - -
Flavonoides Ak ++ = - - -
Coumarines | | 4] R | ++ ++
Anthraquinones - - - - | *
Mucilages - traces - - - -
Saponosides Test 1 / / = - -
Saponosides Test 2 / / +++ ++ -
Saponosides Test 3 / / +++ T -

Il est observé également 1’absence des saponosides dans les graines traitées a 50
mM +F20 et une diminution remarquable dans la richesse de ce groupe métabolique dans

les graines traitées a 50 mM +F10 par rapport au témoin.
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VI- Réponses biochimiques des plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet
combiné de la salinité et de la fluridone.

1. Teneurs en sucres totaux des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous ’effet de la fluridone associée ou non au NaCl

(mM).

a- Teneurs en sucres totaux des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sans NaCl et en présence de fluridone.

La figure 21 présente les variations des teneurs en sucres dans les feuilles et les
racines des plantes de gombo traitées a la salinité associée ou non a la fluridone.

Les résultats montrent que le traitement a 10uM et 20uM de fluridone provoque
une diminution des teneurs en sucres totaux dans feuilles par rapport au témoin ((2,99 et
3,44 mg.100 mg-1 PS contre 3,98 mg.100 mg-1 PS).

Par contre, les teneurs en sucres dans les racines sont importantes, dont le pic
d’accumulation est enregistré dans les racines des plantes traitées a 10 uM de fluridone

(4,39 contre 3,74 mg.100 mg™' PS pour le témoin).
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Fig.21- Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg"' PS) des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet de la fluridone.

b- Teneurs en sucres totaux des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous stress a2 25 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone.

La figure 22 montre que le traitement & 25 mM NaCl enrichi ou non de fluridone
(10uM et 20uM) induit une faible diminution du teneur en sucres dans les feuilles par

rapport au témoin (3,98 mg.100 mg™ PS).
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Par contre, dans les racines le traitement a 25 mM enrichi ou non a 20 uM de la
fluridone s’accompagne d’une augmentation importante du teneur en sueres arrive jusqu'a

5,57 mg.100 mg-1 PS par rapport 3,74 mg.100 mg-1 PS dans les racines témoins.
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Fig. 22- Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg™' PS) des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet de 25 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone

c- Teneurs en sucres totaux des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous stress_a 50 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone.

La figure 23 montre que I’apport de 50 mM NaCl associé ou non a la fluridone

provoque une diminution dans la teneur en sucres des feuilles.
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Fig. 23- Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg” PS) des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet de 50 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone

En effet, la teneur en sucres baisse proportionnellement par rapport au traitement
appliqué jusqu'a une valeur de 3,33 mg.100 mg™' PS sous le traitement 50 mM +E20.

Par contre, I’application de la salinit¢ 50 mM enrichie ou non de fluridone stimule

significativement la synthése des sucres dans les racines.
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Par conséquent, la teneur augmente rapidement jusqu'a 4,46 mg.100 mg"' PS par
rapport au témoin (3,74 mg.100 mg™” PS) sous I’effet du traitement a 50 mM+F10, puis
baisse 1égérement a 4, 07 mg.100 mg™ PS lorsque la fluridone passe a 20uM.

d- Teneurs en sucres totaux des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous stress a 100 mM NaCl en présence ou non de la

fluridone.
La figure 24 montre que I’apport de 100 mM NaCl stimule légérement

’accumulation des sucres dans les feuilles (4,08 mg.100 mg" PS) par rapport au témoin
(3,98 mg.100 mg™' PS).

Dé¢s que la solution a 100 mM de NaCl enrichie de fluridone 10uM et 20uM, la
teneur en sucres chute remarquablement (3,22 mg.100 mg” PS, 3,87 mg.100 mg" PS
respectivement par rapport au témoin 3,98 mg.100 mg™ PS). Par contre, dans les racines, la
teneur en sucres est importante dans tous les lots traités, dont le pic d’accumulation est

estimé de 5,78 mg.100 mg™' PS sous le traitement & 100 mM +E20.
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Fig.24- Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg"' PS) des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous ’effet de 100 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone

e- Teneurs en sucres totaux des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous stress 2 150 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone.

Les résultats (figure 25) montrent que, ’apport de 150 mM NaCl provoque une
diminution du teneur en sucres des feuilles (3,80 mg.100 mg™' PS contre 3,98 mg.100 mg™

PS pour le témoin).
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Lorsque I’apport salin a 150 mM enrichi de la fluridone (10uM et 20uM), la teneur
en sucres augment remarquablement jusqu’a un plateau de 4,94 mg.100 mg™' PS sous le

traitement a 150 mM+F20.
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Fig. 25- Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg'1 PS) des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous ’effet de 150 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone

Une progression dans la teneur en sucres totaux est également observée pour les
racines des plantes traitées dont le pic d’accumulation est estimé de 6,05 mg.100 mg™ PS,
sous le traitement a 150 mM.

L’analyse statistique de selon le test de Student (Tableau 8, annexe I page 81)
montre que le traitement de la salinité associée ou non a la fluridone a un effet non
significatif sur la teneur en sucres dans les feuilles. Par contre, dans les racines, le
traitement a 25 mM+F20, 50 mM+F10, 150 mM NacCl a un effet hautement significatif sur
la teneur en sucres par rapport au témoin (< 0,05).

Les résultats montrent que 1’apport de 100 mM NaCl et celle de 100 mM+F20 et
150 mM+F10 a un effet significatif sur la teneur en sucres. Néanmoins, le traitement a F10,
F20, 25 mM+F10, 50 mM, 50 mM+ F20 et 150 mM+F20 n’a pas d’effet significatif sur

I’accumulation des sucres.
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2. Teneurs en composés phénoliques des feuilles et des racines des plantes
d’Abelmoschus esculentus L. sous ’effet de la fluridone associée ou non au
NaCl.

a- Teneurs en composés phénoliques des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sans NaCl et en présence de fluridone.

La figure 26 montre que l’apport de fluridone (10uM et 20uM) a stimulé
significativement la synthése des composés phénoliques dans les feuilles par rapport au

témoin.
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Fig. 26- Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) des feuilles et des racines
des plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet de la fluridone.

En effet, une progression des teneurs en composés phénoliques est enregistrée dans
les feuilles traitées ol cette augmentation arrive a 2,47 mg.100 mg’ PS sous I’effet de
20uM de fluridone par rapport aux feuilles témoins (0,84 mg.100 mg" PS). Par contre,
dans les racines, I’accumulation des composés phénoliques est faible sous le traitement a la
fluridone quelque soit leur concentration ; en effet une diminution des teneurs en ces
composés estimée a 0,15 a 0,06 mg.100 rng'1 PS sous le traitement F10 et F20

respectivement par rapport au témoin (0,58 mg.100 mg™' PS).

b- Teneurs en composés phénoliques des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous stress 2 25 mM NaCl en présence ou non de
la_fluridone.

La figure 27 montre que la teneur en composés phénoliques baisse lentement sous
Ieffet de 25 mM de NaCl par rapport au témoin (0,77 mg.100 mg™ PS contre 0,84 mg.100
mg™' PS pour le témoin). Dés que la fluridone est associée a 25 mM NaCl, la teneur en ces
composés augmente remarquablement jusqu'a trois fois plus que dans les feuilles témoins

(2,38 22,50 mg.100 mg™' PS contre 0,84 mg.100 mg™' PS).
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Par contre, dans les racines, les teneurs en composés phénoliques fluctuées de fagon
non stables. En effet, la teneur en composés phénoliques évolue lentement sous 1’effet de
I’apport de 25 mM de NaCl par rapport au témoin (0,64 mg.100 mg" PS contre 0,58
mg.100 mg™' PS).
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Fig. 27- Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet de 25 mM NaCl en présence ou non de la
fluridone

Dés que la solution saline enrichie de 10uM de fluridone, la teneur de ces composés

chute rapide jusqu'a 0,44 mg.100 mg™ PS, pour augmenter de nouveau jusqu'a 1,04 mg.100
mg™' PS sous Ieffet du traitement 4 25 mM + F20.

c- Teneurs en composés phénoliques des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous stress 2 S0 mM NaCl en présence ou non de
la fluridone.
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Fig. 28- Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) dans les feuilles et les racines
des plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet de 50 mM NaCl en présence ou non
de la fluridone
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La figure 28 indique que I’apport de 50 mM NaCl diminue Ilégeérement
I’accumulation des composés phénoliques au sein des feuilles.

En conséquent une diminution des teneurs en ces composés arrive a 0,73 mg.100
mg' PS par rapport aux feuilles témoins (0,84 mg.100 mg™' PS).

Une progression rapide de la teneur en ces composés est notée lorsque la solution
saline est enrichie & 10 uM de fluridone. Cette augmentation arrive a 1,53 mg.100 mg'1 PS
sous I’effet de 50 mM + F10 par rapport au témoin (0,84 mg.100 mg™ PS), puis les teneurs
baissent légérement jusqu'a 1,15 mg.100 mg™' PS dés que la concentration de la fluridone
passe a 20 uM.

Dans les racines, les teneurs en composés phénoliques sont faibles par rapport au
témoin sous I’effet de traitement a 50 mM NaCl et celle de 50 mM +F10 (0,55 mg.100 mg’
'PS et 0,40 mg.100 mg™' PS respectivement contre 0,58 mg.100 mg™” PS pour le témoin).
Par contre, I’apport de 50 mM + F20 provoque une augmentation des teneurs en ces

composés atteint 0,61 mg.100 mg™ PS par rapport au témoin (0,58 mg.100 mg™ PS).

d- Teneurs en composés phénoliques des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous stress 2 100 mM NaCl en présence ou non de

la fluridone.
La figure 29 montre que le traitement a 100 mM NaCl influence positivement sur

I’accumulation des composés phénoliques. En effet la teneur en ces composés augmente a
0,99 mg.100 mg-1 PS par rapport au témoin (0,84 mg.100 mg-1 PS). Par contre lorsque la
solution saline enrichie a 10uM de la fluridone la teneur chute rapide jusqu'a la moitié de

la teneur enregistrée dans les feuilles témoins.
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Fig. 29- Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) des feuilles et des racines
des plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet de 100 mM NaCl en présence ou non
de la fluridone.
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Dans les racines, le traitement a 100 mM et 100 mM +F10 provoque une
augmentation des teneurs en composés phénoliques par rapport au témoin (0,58 mg.100
mg"' PS); par contre, la concentration de 20 pM de fluridone s’accompagne d’une
diminution rapide du teneur 4 0,39 mg.100 mg" PS par rapport au témoin (0,58 mg.100
mg' PS).

e- Teneurs en composés phénoliques des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous stress 2 150 mM NaCl en présence ou non de
la_fluridone.

La figure 30 montre que la teneur en composés phénoliques baisse rapide et
proportionnellement au traitement appliqué. En effet la teneur en ces composés diminue
jusqu’a 0,50 mg.100 mg” PS sous I’apport 150 mM+F10 par rapport au témoin (0,84
mg.100 mg™' PS). Dés que la concentration de fluridone passe a 20uM, la teneur augmente
rapide 4 1,04 mg.100 mg™' PS par rapport au témoin (0,84 mg.100 mg™' PS).

Dans les racines le traitement a 150 mM de NaCl provoque une augmentation
rapide des teneurs en composés phénoliques (1,07 mg.100 mg™' PS) par rapport au témoin
(0,58 mg.100 mg™' PS). Par contre, lorsque I’apport de 150 mM NaCl additionné de 10uM
de fluridone, I’accumulation de ces composés chute & 0,59 mg.100 mg™' PS pour augmente

de nouveau a 0,85 mg.100 mg™' PS dés que la concentration de fluridone passe & 20uM.
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Fig. 30- Teneurs en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) des feuilles et des racines des
plantes d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet de 150 mM NaCl en présence ou non de
la fluridone.

L’¢tude statistique selon le test de Student (Tableau 9, annexe I page 81) montre
que la teneur des composés phénoliques est hautement significative dans les feuilles
traitées a F20, 25 mM+F10, 25 mM +F20, 50 mM+F10, 100 mM+ F10 et 150 mM+F10

par rapport au témoin (< 0,05).
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Les résultats montrent aussi que les traitements a 25 mM+F20, 100 Mm+F20, 150
mM-+F20 et 150 mM NaCl ont un effet hautement significatif sur la teneur en composés
phénoliques dans les racines par rapport au témoin (< 0,05). Par ailleurs, le traitement a 50
mM+ F10 et celui de 100 mM NaCl ont un effet significatif sur la teneur des composés

phénoliques par rapport au témoin (< 0,05).
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DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES

Discussion et conclusion générales

Plusieurs recherches ont montré que de nouvelles substances comme la fluridone, a
propriété herbicide, participe dans le mécanisme de la levée de la dormance en inhibant
I’ABA. Cette notion est confirmée par Yoshioka et al.,(1998) ou la fluridone souleéve
facilement la dormance induite des graines. La méme hypothése est confirmée par les
travaux de Robert Gulden et al., (2004) dont la fluridone joue un réle trés efficace pour
supprimer le développement de la dormance secondaire chez les graines ayant un fort
potentiel de dormance chez I’espece végétale de Colza (Brassica napus).

Selon les travaux de Le page-Degivry et Bulard (1988) sur ’effet de L’ABA dans
la régulation du développement embryonnaire et de la germination, I’installation de cette
hormone est retardée de fagon notable par une pulvérisation d’une solution de la fluridone
sur des jeunes plants de tournesol (Helianthus annus).

Il est rapporté que la fluridone régule les conditions de germination des graines
chez de nombreuses especes par exemple, la fluridone raccourcit les périodes nécessaires
pour stimuler la germination des graines d'Orobanche (Orobanche spp.) (Song et al., 2005)
et de la goutte de sang ( Striga asiatica) (Kusumoto et al., 2006). Song et al., (2006)
ajoute que la fluridone peut également améliorer la réponse de la germination des graines
d'Orobanche (Orobanche spp.) méme quand les graines sont conditionnées a une
température sous-optimale et sous stress hydrique. De plus Wang et al., (2006) enregistrent
que le pourcentage de la germination des graines de Cistanche (Cistanche tubulosa) est
significativement augmenté sous traitement a la fluridone.

Boumia (2011) confirme que I’apport exogene de la fluridone (20 uM) apparait
améliorer le taux de germination des graines d’Abelmoschus esculentus sous tous les
traitements a la salinité.

Qing Liang Chen (2016) révele que la fluridone stimule la germination de
Cistanche tubulosa ; il ajoute que 1'augmentation de la germination des graines induite par
la fluridone est inhibée par l’introduction d'ABA ou de paclobutrazol exogeéne, un
inhibiteur de la syntheése d’acide gibbérellique. D’autre part Bidai (2017) rapporte que
I’apport de la fluridone réduit le délai de germination des graines d’Atriplex halimus et
améliore leur taux de germination.

Nos résultats montrent que la fluridone exogéne (10uM, 20uM) joue un role
important en stimulant la germination des graines d’Abelmoschus esculentus L.. Son
application en absence de NaCl provoque la précocité, régule la cinétique et accélére la
vitesse de germination des graines, et une prolongation de temps moyen par rapport aux

graines témoins.
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De plus, 1’addition de la fluridone a la salinit¢ 50 mM de NaCl apparait améliorer
la précocité de la germination des graines d’Abelmoschus esculentus L. en comparaison
aux graines stressées a 50 mM de NaCl.

Par ailleurs, les résultats obtenus mettent en évidence 1’effet positif de la fluridone
sur les processus de la germination (taux, vitesse, temps moyen) des graines traitées a 25
mM +F10 ((fluridone a 10 uM) et 25 mM +F20 (fluridone a 20 uM) en comparaison a
celles traitées seulement a 25 mM NacCl.

Plusieurs travaux montrent que chez les halophytes comme chez les glycophytes, la
salinit¢ réduit la capacité de germination et retarde le processus d’initiation a la
germination (Maalem et Rahmoune, 2009 ; Bouda et Hadioui, 2011 ; Abbes et al., 2013;
Salhi, 2014 ; Ly et al., 2014). Cependant, les réponses sont variables et spécifiques pour
chaque espéce (Khajeh-Hosseini et al., 2003 ; Okcu et al., 2005 ; Marouf et Reynaud,
2007). En effet nos résultats révelent que le comportement des graines de gombo varie de
maniére similaire sous les traitements au NaCl a 25 mM et a 50 mM.

Plusieurs travaux révelent que la salinit¢é au NaCl a forte concentration semble
influer sur le temps, la vitesse et le taux final de germination (Zemani, 2009 ; Boumia,
2011 ; Abbes et al., 2013 ; EI-Goumi ef al., 2014 ; Ouis, 2016 ; Achour, 2016). 11 a ét¢ déja
rapporté que le retard de processus de germination pourrait étre di a 1’altération des
enzymes internes dans la graine (Botia et al., 1998).

Il a été rapporté que 1’absorption du Na" a des effets toxiques sur la germination des
graines (Diallo ef al., 2013 ; Ben Dkhil et Denden, 2014, Hong Wu, 2018). Benidire et al.
(2015) confirment qu’une concentration croissante en sel engendre un retard de la
germination.  Des remarques similaires sont enregistrées dans nos conditions, dont le
temps, le taux final et la vitesse de germination des graines de gombo sont affectés sous
I’effet de la salinité a 25 mM et 50 mM NaCl.

Par ailleurs, d’autres travaux signalent que le retard de germination par le temps
nécessaire a la graine pour mettre en place des mécanismes lui permet d’ajuster sa pression
osmotique interne (Mrani-Alaoui et al, 2013, El Goumi, 2014, Camara et al.,2018).
D’autres études confirment que le NaCl provoque la perméabilit¢ de la membrane
plasmique en augmentant 1’influx des ions externes et I’efflux des solutions du cytosol et la
rigidité pariétale (Denden, 2010 ; Bouda et Haddioui, 2011 ; Marie, 2014) et diminue la
conductance hydrique de la membrane plasmique (Marie, 2014).

Selon Sayar et al., (2010) la concentration ¢€levée en sel inhibe aussi bien la

mobilisation de réserves de graines que la croissance de 1’axe embryonnaire.
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Nos résultats montrent que le traitement des graines a 50 mM NaCl provoque une
diminution dans le taux des sucres et des composés phénoliques.

Dubos (2001) montre que I’accumulation des sucres semble induire la gélification
du contenu cellulaire en saturant le milieu intracellulaire. Ce phénoméne permet d’éviter la
cristallisation des molécules contenues dans la cellule et en conséquence il limite les
dommages au niveau des structures cellulaires (protéines, membranes). D’autres
chercheurs montrent que les sucres sont impliqués dans le controle de la croissance et du
développement au cours du cycle de vie de la plante entiére a partir de la germination
(N’Dri et al., 2011).

Nos résultats indiquent que les graines traitées a 50 mM+F20 contiennent des
teneurs importantes de sucres. Par ailleurs ’application de la fluridone a 10uM et 20 uM
associée ou non a la solution de NaCl stimule I’accumulation des sucres dans les graines de
gombo.

De nombreux chercheurs ont mis en évidence I’intervention des composés
phénoliques dans les phénomeénes de germination et la croissance (Mubeen et al., 2011 ;
Tesio et al.,2012). Pour exemple, les travaux de Vyvyan (2002) ont démontré que les
coumarines comme la colchicine interviennent dans [’inhibition des processus de
germination et la croissance des jeunes plants en arrétant la mitose.

D’autres travaux montrent que les composés phénoliques empéchent la germination
et la croissance des jeunes plants par leurs effets sur les processus métaboliques. Pour
exemple, les composés phénoliques peuvent perturber ou changer l'activité et la fonction
de certains enzymes nécessaires a la germination et a la croissance des graines, comme
I’activité d’a-amylase, un enzyme important dans la dégradation de I’amidon (Khan et al.,
2008 ; Salhi et al., 2013 ; Madany et Salah, 2015). De plus Isfahan et Shariati (2007)
concluent que les composés phénoliques empéchent 1’activité de 1’acide indole 3-acétique
(AIA) et de I’acide gibbérellique. Par ailleurs, Rahimzadeh et al. (2012) montrent que les
composés phénoliques inhibent la division cellulaire des racines par une inhibition de
l'activité de la GA3 et de ’AIA.

De plus, Das et al., (2012) signalent que les composés phénoliques interviennent
dans la voie de phosphorylation en empéchant l'activit¢ du magnésium et de I'ATPase, et
en diminuant la synthése d'hydrate de carbone total, de protéines, et d’acide nucléique

(ADN et ARN) par empéchement de leurs processus biosynthétiques.
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D’autres études montrent que les composés phénoliques affectent les mécanismes
fondamentaux des plantes comme la synthése des protéines, la respiration, la diminution de
I'ouverture des stomates, la perméabilité de la membrane (Rsaissi et al., 2013 ; Abdel-Latif
et al., 2015 ; Algandaby et al., 2016). De plus Fanny (2005) a rapporté que les tanins
peuvent modifier le cycle de ’azote.

Rahimzadeh et al., (2012) concluent que les flavonoides peuvent modifier le taux
de transport d'électrons et la photophosphorylation.

Marie (2014) montre également que 1’acide p-oxyphénylacétique intervient dans les
processus de la germination soit comme stimulateur ou inhibiteur (ceci étant en fonction de
leur concentration). Il ajoute que les végétaux supérieurs sont capables de dissocier
entierement les molécules des composés phénoliques et d'utiliser 1'énergie emmagasinée.

Come (1970) a démontré qu’il existe une corrélation positive entre 1’élimination ou
la destruction partielle des composés phénoliques tégumentaires et 1’évolution de 1’échelle
de germination, et que parfois seule la vitesse du processus est affectée (Maasch et Ruge,
1970).

Nos résultats montrent que I’application de la salinité a 25 mM NaCl augmente la
teneur des composés phénoliques dans les graines, alors que le traitement a 50 mM NaCl
provoque une diminution de ces composés. D’autre part, I’apport de la fluridone stimule
I’accumulation des composés phénoliques des graines de gombo en comparaison aux
graines témoins. Les résultats des analyses qualitatives des composés phénoliques
confirment aussi bien 1’hypothése de la richesse des graines témoins en flavonoides que la
présence des coumarines. Par contre, les mucilages, les tanins et les anthraquinones sont
totalement absents. De plus 1’analyse d’extraits éthanoliques confirme I’existence des
saponosides sous deux formes : a génine stéroidiques et triterpeéniques.

D’autre part, le traitement par la fluridone a 10 et 20uM provoque la présence de
nouveaux groupements métaboliques comme les tanins, les mucilages et les
anthraquinones ainsi que la richesse en coumarines par rapport aux graines témoins, ce qui
explique I’évolution de la teneur en ces composés dans les graines. Par ailleurs, nos
résultats révelent que la salinité a 25 mM NaCl stimule la mobilisation des nouveaux
groupes métaboliques comme les tanins et les mucilages ainsi qu’une richesse en
coumarines de plus en plus importante.

D’autre part I’augmentation de la salinité a 50 mM induit une faible mobilisation de
certains groupes métaboliques comme les saponosides, les mucilages et les flavonoides ce
qui explique la'diminution de leurs teneurs des graines traitées a 50 mM +F10 et 50 mM +

F20.
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L’¢étude réalisée par Ould Mohamdi et al., (2011) puis Al Hassan et al., (2016),
Bendaly et al., (2016) et Wenji et al., (2018) montrent que les sucres solubles, la proline
et les protéines comptent parmi les composés organiques qui jouent un role majeur dans
I’ajustement osmotique de la plante au préalable perturbée par la présence excessive des
ions Na'et CI". Les travaux réalisés par Mahajan et Tuteja (2005), montrent que les plantes
soumises a un stress salin ont tendance a accumuler de nombreux métabolites, tels que les
solutés compatibles qui empéchent la perte d’eau par la cellule et protégent les protéines
cellulaires.

Ouis (2016) rapporte qu’il existe des corrélations positives entre les teneurs en
galactose et le rhamnose. En effet, les concentrations élevées en NaCl avantagent
I’accumulation des sucres solubles impliqués dans I’ajustement osmotique et serviraient
aussi comme osmoprotecteur pour maintenir la turgescence cellulaire chez les jeunes
plantes de gombo.

Une autre étude réalisée par Achour (2016) montre que le NaCl améliore le contenu
en sucre des feuilles jeunes ainsi que les racines des plantules d’Abelmoschus esculentus

Ces résultats sont similaires a ceux enregistrés dans notre étude. En effet une
corrélation positive existe entre I’accumulation des sucres et 1’évolution des concentrations
en NaCl dans les racines des plantes de gombo. Des teneurs élevées en sucres sont
enregistrées également avec les feuilles des plantes stressées a 100 mM de NaCl en
comparaison avec les feuilles témoins.

Nos résultats montrent que I’application de la fluridone stimule 1’accumulation des
sucres dans les racines des plantes de Gombo, sauf celles traitées a 25 mM+ F10. Cet effet
positif du traitement de la fluridone est également observé avec les feuilles des plantes
traitées a 150 mM+F10 et 150 mM+F20 respectivement.

D’apreés Zhang et al., (2006), les especes végétales tolérantes au sel peuvent
éventuellement survivre dans un état de stress salin grice a d’autres mécanismes de
défense tels que I’anti-oxydation. Récemment, certains chercheurs ont conclu que les
contraintes abiotiques sont capables de stimuler la biosynthése de polyphénoles (Hong et
al., 2013 ; Ramakrishma et Ravishanlcar, 2011 ; Swieca et al., 2014).

Nos résultats révelent une faible diminution de la teneur en composés phénoliques
au niveau des feuilles des plantes de gombo stressées au NaCl ; par contre, au niveau des
racines, la teneur en ces composés €volue proportionnellement a la concentration de NaCl
sauf celles traitées a 50 mM.

Des résultats similaires sont rapportés par Hajlaoui et al., (2009) sur ’orge et le

mais puis par Achour (2016) sur le gombo.

57



DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES

Il est aussi a noter que dans nos expérimentations 1’application de la fluridone a
10uM et 20uM entraine une augmentation des composés phénoliques dans toutes les
feuilles, excepté celles traitées a 100 mM+F10, 100 mM+ F20 et 150 mM+F10. D’autre
part, le traitement de la fluridone a stimulé I’accumulation des composés phénoliques dans
les racines traitées a 25 mM+F20, 50 mM+F20, 150 mM+ F20.

Afin de mieux comprendre les mécanismes de résistance des plantes stressées a la
salinité, notre étude s’est basée sur ’effet combiné de la fluridone et/ou de la salinité sur la
réponse des plantes.

Au terme de ce travail, le suivi de la germination des graines d’Abelmoschus
esculentus L. illustre que le taux et la vitesse de germination fluctuent en fonction du
traitement appliqué. D’apres les résultats obtenus, il est possible de retenir les points
essentiels :

- La germination démarre le 1% jour aprés le semis pour les lots de graines testées a
la fluridone (10uM et 20 uM). En effet, ce traitement induit un taux de germination
cumulé qui progresse rapidement par rapport aux graines témoins estimé a 100%.

- Le stress salin associ¢ a la fluridone a 20uM semble atténuer I’effet retardateur de
la salinité en favorisant la germination des graines de gombo qui se manifeste dés le 1%
jour apres le semis.

- La vitesse de germination, exprimée par son coefficient de vélocité varie d’une
manicre inverse par rapport a la concentration en NaCl.

- L’analyse biochimique des sucres et des composés phénoliques dans les graines
illustre une variation dans l'accumulation de ces composés (sucres et composés
phénoliques). Un pic d’accumulation des sucres est enregistré avec les graines traitées a la
solution saline 50 mM de NaCl additionnée de fluridone a 20uM (2,79 mg.100 mg™' PS).

- La teneur la plus élevée de composés phénoliques est remarquée avec les graines
traitées a la fluridone a 20uM (0,72 mg.100 mg'1 PS).

- Les tests phytochimiques des extraits aqueux et éthanoliques concluent a une
richesse des graines de gombo en différentes familles de métabolites secondaires comme
les tanins, les flavonoides, les coumarines, les anthraquinones, les mucilages, les
saponosides.

- Une richesse d’extraits aqueux en anthraquinones, en tanins et en mucilages est
enregistrée avec les graines traitées a 20uM de fluridone.

- Une absence totale des tanins, des mucilages, et des anthraquinones est observée

chez les graines témoins dans les deux extraits aqueux et éthanoliques.

58



DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES

- Le traitement des graines de gombo a la salinit¢ 25 mM et 50 mM de NaCl
stimule la présence de quelques groupes métaboliques comme les tanins, les mucilages, les
anthraquinones.

- Les graines d’Abelmoscus esculentus L. semblent exprimer une sensibilité¢ a la
salinit¢ a 50 mM de NaCl, en effet une diminution en flavonoides et en saponosides est

enregistrée chez les graines traitées.

Au stade plante, 1’analyse des sucres et des composés phénoliques des plantes de
gombo traitées a la salinité associée de fluridone a deux concentrations (10uM, 20uM)
permet de retenir les points essentiels :

- Une teneur importante des sucres est enregistrée chez tous les racines des plantes
traitées quelque soit le traitement, excepté celles traitées a 25 mM +F10, dont le pic
d’accumulation est estimé & 6,05 mg.100 mg™' PS sous le traitement 150 mM NaCl.

- Une teneur élevée des sucres est observée dans les feuilles traitées a 150 mM
+F10, 150 mM+F20 dont le pic d’accumulation est respectivement estimé a 4,61 mg.100
mg' PS et 4,94 mg.100 mg™' PS.

- Les hausses des teneurs des composés phénoliques sont observées dans les
feuilles des plantes traitées a F20, 25 mM +F10, 25 mM +F20 (2,47 mg.100 mg'1 PS, 2,38
mg.100 mg'1 PS, 2,50 mg.100 mg'1 PS respectivement).

- Une teneur importante des composés phénoliques est observée dans les racines
des plantes traitées a 25 mM +F20, 150 mM de NaCl estimé de 1,04 mg.100 mg'1 PS, 1,07
mg.100 mg™ PS respectivement.

Bien que I’objectif de ce travail soit la recherche du comportement du gombo vis-a
vis du stress au NaCl et de la fluridone en se basant sur 1’é¢tude des parameétres
physiologiques et biochimiques au stade de germination des graines et au stade végétatif, il
est intéressant de poursuivre 1’analyse du comportement de gombo dans tous ses stades de
développement a cause des nombreuses questions posées pour élucider les mécanismes des
plantes sous les contraintes abiotiques.

- Elargir cette étude par une analyse qualitative des métabolites secondaires au
niveau des racines pour réunir des informations complémentaires sur le role de ces
composés dans la partie sous-terraine de la plante pour mieux comprendre les mécanismes
d’adaptation du gombo en conditions stressantes et définir les possibles propriétés
d’exclusion ou d’inclusion du Na" comme celles adoptées par certaines halophytes.

- Compléter I’analyse quantitative des composés phénoliques dans la partie

foliaires par une analyse qualitative des différentes familles de métabolites secondaires
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comme les mucilages et les alcaloides, afin de mieux connaitre leurs rdles dans les graines
et les plantes soumises au stress.

- Compléter 1’étude par une analyse quantitative de I’ABA dans les graines et les
plantes pour mieux expliquer la relation entre la fluridone et la biosynthése de cette

hormone sous stress.
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ANNEXE

Annexe I

Tableau 4- La précocité de germination des graines du gombo traitées de la fluridone associée ou non au NaCl.

Témoin F1 T+F2 25 mM 25 mM+F1 25 mM+F2 50 mM 50 mM+ F1 50 mM+F2

PG% 99,33+0 100+0 100+0 96,83+1 100+0 99,83+0,34 96,5%£2,57 96+1,34 98+0,94

Tableau 5- Test statistique de Student a P<5% de la cinétique de germination des graines du gombo traitées de la fluridone
associée ou non au NaCl.

Témoin T+F1 T+F2 25 mM 25mM+F1 25mM+F2 50 mM 50mM+ F1 50mM+F2
1 jour 99,33+2,58 1000 100+0  95,33+9,15 100+0 99,33+2,58 92.67+9.61 %% 9417,37** 96,67+6,17
Zé““jour 99,33+2,58 100+0  100+0 97,33+5,94 100+0 100+0 97,33+5,94 96,67+4,88 98+4,14
e jour  99,33+2 58 100+0  100+0 97,33+5,94 100+0 100+0 98+4,14 96,67+4,88 98,67+3,52
4eme jour  99,33+2,58 100£0 1000 97,33+5,94 100+0 100+0 98+4,14 96,67+4,88 98,67+3,52

* : effet significatif, ** : effet hautement significatif

Tableau 6- Test statistique de Student a P<5% de la vitesse de germination (coefficient de vélocité, Temps moyen)
des graines du gombo traitées de la fluridone associée ou non au NaCl.

Temoin T+F1 T+F2 25mM 25mM+F1 25mM-+F2 50mM 50mM+ F1 50mM-+F2
Cv(%) 100£0 100+0 100£0  98.15+5 100+0 99.39£2.35  95,03+7,94 ** 97.19+6.53 94.9248.11%*
Tm (jour) 1+0 1+0 10 1.02+0.06  1+0 1.01+0.03 1,06£0,1 ** 1.04+0.08 1.03+0.06

Tableau 7— Test statistique de Student 4 P< 5% des Teneurs en sucres totaux et des composés phénoliques (mg.100 mg™ PS) des
graines d’Abelmoschus esculentus L. sous I’effet de la fluridone associée ou non au NaCl.

Concentration TST (mg.100 mg™' PS) TCP (mg.100 mg™' PS)
témoin 2.15+0.78 0,45+0.01

F10 (uM) 1.49+0.2 0,42+0.01

F20 (uM) 1.53+0.57 0,72+0.01

25 mM NaCl 0.86+0.32 ** 0,53+0.01

25 mM+F10 1.16£0.26 * 0,63+0.01

25 mM+F20 1.64+0.2 0,600.005

50 mM NaCl 0.84+0.41 ** 0,37+0.004

50 mM+F10 1.51+0.13 0,37+0.01

50 mM+F20 2.7942.7 0,38+0.18
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Tableau 8- Test statistique de Student a P<5% de Teneurs en sucres totaux (mg.100 mg’1 PS) des feuilles et des racines

d’Abelmoschus esculentus L. sous 1’effet de la fluridone associée ou non au NaCl.

Concentration TST des feuilles (mg.100 mg™ PS) TST des racines (mg.100 mg™ PS)
témoin 3,98+1,23 3,74+0,43
F10 3,44+0,56 4,39+0,74
F20 2,99+1,03 3,90+0,61

25 mM 3,79+0,59 3,90+1,32

25 mM+F10 3,71+1,03 3,45+£1,3

25 mM+F20 3, 90+0,77 5,5741,22 **
50 mM 3,60+0,44 3,85+1,15

50 mM+F10 3,51+0,71 4,46+0,58 **
50 mM+F20 3,33+0,64 4,07£1,07
100 mM 4,08+0,48 47441 ¥
100 mM+F10 3,2240,75 4,70+1,09
100 mM+F20 3,87+1,67 57842  *
150 mM 3,80+1,42 6,05+1,41 **
150 mM+F10 4,61£0,92 5,55¢1,8 *
150 mM+F20 4,94+1,67 5,55+0,45

Tableau 9— Test statistique de Student 4 P<5% de Teneur en composés phénoliques (mg.100 mg™' PS) des feuilles et des

racines d 'Abelmoscus esculentus L. sous 1’effet de fluridone associe ou non au NaCl.

Concentration

TCP (mg.100 mg™' PS) des feuilles

TCP (mg.100 mg™' PS)des racines

témoin
F10
F20

25 mM
25 mM+F10

25 mM+F20

50 mM
50 mM+F10

50 mM+F20
100 mM

100 mM+F10
100 mM+F20
150 mM

150 mM+F10
150 mM+F20

0,84+0,19
0,99+0,36
2,47+0,30 **
0,77+0,15
2,384+0,28 **
2,50+0,48 **
0,73+0,14
1,53+0,58 **
1,15+0,47
0,99+0,24
0,4+0,06 **
0,63+0,78
0,76+0,19
0,50+0,14 **
1,04+0,33

0,58+0,16
0,430,11
0,52+0,17
0,64+0,28
0,44+0,09
1,04+0,23
0,55+0,14
0,40+0,12 *
0,61+0,14
0,76:+0,12 *
0,76+0,22
0,39+0,09 **
1,07+0,30 **
0,59+0,13

0,85:+0,16 **
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Annexe I1
I- Phase de germination
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I1- phase végétatif

y=8,1x
R*=0,999
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Annexe 111

L’étude qualitative
1.-Les Tanins

Témoin Test positive

2.-Les Saponosides (Test 1)

Témoin Test positive

3.- Les hétérosides stéroidiques (Test 2)

Témoin Test positive
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4.- Les triterpénes hétérosidiques (Test 3)

Témoin Test positive

5.-Flavonoides

Témoin Test positive

4.-Les Anthraquinones

Témoin Test positive
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5.-Mucilage

Test positive

6.-Coumarines

Test positive (taches fluorescentes)
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ABSTRACT

In order to understand adaptation mechanism of okra to abiotic and biotic stress, our work has studied okra

germination stage under salt and fluridone combined interaction. (Fluridone is an inhibitor of abscisic acid

biosynthesis (ABA)).

Abelmoschus esculentus L. germination was conducted varying concentrations of NaCl (25meq.I"! and 50meq.1"")

solution, and a fluridone (10uM and 20 pM) solution, or both constraints at room temperature.

Results confirm that fluridone induces a very rapid seed germination progress compared to control. On the other

hand, fluridone treatment seems to reduce delay effect of salt with tested concentrations. Fluridone improves

okra seeds germination from the very first day with a 99.83 to 100% rate.

Analyzing some biochemical parameters related to okra seeds germination (soluble sugar and phenolic

compounds) we recorded that stressed plants w;ugar rate compared to control plants. This is true

except for plants treated with 50meq.I! salf solution added [with 20pM fluridone recording a 2.79% sugar

accumulation apex. Same rate is recorded with phenolic compounds having a 50meq.l"! salt treatment either

associated or non-associated to fluridone. On the other hand, compared to control sample, compounds rate

increases with seeds treated with 25meq.I"! associated or non-associated to fluridone.

Observing results, we can assess that salt stress helps in reducing Abelmoschus esculentus L. total sugar rate and

increases phenolic compounds with certain treatments.

Given these results, we can conclude that fluridone inhibits salt negative impact on germination and improves

studied biochemical parameters.

KEY WORDS: Abelmoschus esculentus L., fluridone, germination, salt stress, NaCl, soluble sugar, phenolic
compounds.

1. INTRODUCTION

Analyzing consequences of climate change we can conclude that many plant species having aptitude to
resist or tolerate natural constraints are starting to loose such aptitude. Plant biodiversity is thus exposed to a
high level ecological threat.

According to latest research, response or tolerance to salt depends of species variety, salt concentration,
culture conditions and plant development stage [1, 2]. Plant improvement towards tolerance to environmental
conditions requires a better understanding of stress-resistant plants adaptation response.

In this case, scientists from all disciplines should gather their efforts together in their laboratories and
should focus their research towards a better understanding of new mechanisms shown by organisms facing new
environmental conditions[3].

Many studies assessed that salinity has a depressive effect on seeds germination and production[4,5,6,7,8,].
Nevertheless, depressive effect varies according to stress intensity and plant health. Among constraining factors
during plant life, hormones have an important function. Abscisic acid (ABA) is one of plant hormones inhibiting
embryo and dormancy break. Recent research assessed those new substances such as fluridone, with herbicide
properties, contributes to dormancy break mechanisms by inhibiting ABA.[9,10,11] .The main purpose of such
researches is to insure a better growth and optimal production of seeds in order to replant damaged areas. In this
context, our work aims to analyze okra (4dbelmoschus esculentus L.) seeds behavior during germination stage
while submitted to salt constraints associated or non-associated to fluridone.

*Corresponding Author: DAHLI Khedidja, Laboratory Plant Physiology, University of Oran 1 Ahmed Benbella
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Origin of plant material

Ripe fruits used in germination tests were harvested during July 2010 on natural plants from Nechmaya
region south of Annaba, Algeria. Fruits were preserved in appropriate conditions until germination tests in May
2012. When fruits are ripe okra capsule becomes yellow and contains about 90 seeds that are easy to collect
through slits.

2.2. Preparing seeds for germination tests

Seeds were first disinfected with a 0.8 % sodium hypochlorite solution during three minutes. Seeds
were then rinsed out several times in distilled water and dried out on sterile filter paper. Germination tests were
processed as follows: 15 sterile petri boxes with 10 seeds each on two Wattman filter paper layers humidified
with 7ml distilled sterile water. Same procedure was followed with seeds treated with different fluridone
solutions (10pM and 20pM) and NaCl solutions (25meq.1"! and 50meq.I'"). Boxes were incubated at optimal
germination temperature (25 °C).

2.3. Germination tests:
Seed germination tests under salt and fluridone treatment were conducted in order to better understand:
v" Okra seeds germination capacity under fluridone treatment with a 25°C temperature using 10uM and 20

UM concentrations.

v Okra seeds germination capacity under salt stress with a 25°C temperature using 25 meq.l"! and 50
meq.I"! NaCl concentrations.

v Okra seeds germination capacity under salt stress with a 25°C temperature using 25 meq.l"! and 50
meq.I! NaCl concentrations combined with two fluridone concentrations (10uM and 20 uM).

v" Dosing of main biochemical parameters sensitive to abiotic (sugar and phenolic compounds) stress
during germination stage.

Observations were recorded every day to evaluate first germinations as soon as radical appeared. We
have considered that seeds were germinated when radical had come through seed coat, showing Imm out of seed
tegument sand visible at the naked eye according to [12] definition. When germination rate became stable,
observations were completed.

2.4. Estimating germination rate
Basing ourselves on total seeds number (TN), we have calculated percentage of germinated seeds (GS)
as follows: GR = GS x 100 / TN(GR: germination rate)

2.5. Germination Kinetics:

Germination kinetics often represents germination evolution percentages cumulated over time. Kinetics
is settled from germinated seeds cumulated rates, i.e. germination rate variation according to time expressed in
days.

2.6. Germination speed

Germination speed means over time germination rate variation as soon as radicle until germination
becomes steady.It can be assessed by:

e Time to obtain 50% of germination.
e  Speed coefficient (SC) as proposed by [13] with an average germination time (GT).
SC=(N; +No+ N3 +.... +N,/NiT; + NoTh + N3Ts +...... +N,Ty) x 100
GT=N;T; +NTo + N3sT5 +.... +N, T / N; + No + N3 +.... +N,
Ni: Number of seeds germinated at T time
Na2: Number of seeds germinated at Ty and T, time
,,,,,,,,,,,, Nn: Number of seeds germinated from T to T, time

2.7. Taking and preparing plant material for biochemical analyses:

As germination is assessed (5 days after beginning treatment), seeds are wrapped one by one in
aluminum paper, numbered and weighed to be dried at 80°C during 48 hours. Samples are then weighed again
before being ground in a mortar. Powder is preserved in pill organizers closed hermetically and kept frozen until
tests.

Fresh and dry weighs are recorded with an OHUS type precision scale.

2.8. Determining total sugar and phenolic compounds content:
Total sugar is carried out as described by [14]. Phenolic compounds are carried out as described by [15],
the Prussian blue method.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Germination precocity
Germination precocity is assessed by first germinated seeds rate corresponding to time interval between seedling
and first germinated seeds. Table 1 records first germinated seeds variation rate according to different treatments.

Table 1: germination precocity of treated okra seeds.
T T+F1 T+F2 25 meq.l!  25meql'+F1  25meql'+F2  50meq.I" 50 meq.I'+ F1 50 meq.I"+F2
99330 1000 1000  96.83%1 100+0 99.83+0.34 96.5+2.57 96+1.34 980.94
GP%: germination precocity
T: seeds treated with distilled water.
T+F1, T+F2: seeds treated with 10 uM and 20 pM fluridone.
25meq.1"!, 50meq.1": seeds stressed with 25meq.I"! and 50meq.1"! NaCl.
25meq.0"! + F1, 25meq.]"! + F1: seeds stressed with 25meq.I"! NaCl plus 10uM, 20uM fluridone.
50meq.I"'+F1, 50meq.l"'+F2: seeds stressed with 50meq.I"! NaCl plus 10uM, 20uM fluridone.

First germinated seeds response is similar in samples tested with 10uM and 20uM fluridone,
germination starts the 1 day after seedling with a 100% estimated maximum rate, namely a 0.67% increase
compared to control sample. On the other hand, 25 meq.I"! salt treatment caused a notable germination decrease
compared to control sample. 10uM and 20uM fluridone treatment seems to reduce salt delay effect assessed by
respectively 100% and 99.83% estimated germination rates.

With a 50 meq.l"! salt treatment either associated or non-associated to fluridone, we recorded a
discernable germination rate decrease. With 50 meq.I"' NaCl and 50 meq.l"! NaCl +10uM fluridone treatment,
first germinated seeds do appear from the very first day after seedling with respectively a 2.83% and a3.33%
weak germination rate compared to control sample. Rate is improved when fluridone concentration equals to
20uM estimated to 98% the very first day after seedling.

3.2. Germination kinetics
Germination kinetics mostly represents evolution of germination percentages cumulated over to time

(expressed in days).

Table2: Germination kinetics of treated okra seeds.

T T+F1 T+F2 25meq 25meq+F1 25meq+F2 50meq 50meq+ F1 50meq+F2
99.33+2.58 100£0  100£0  95.3349.15 100+0 99.3342.58 92.67+9.61s 94+7.37s 96.67+6.17
99.3342.58 100+0  100+0  97.33£5.94 100+0 10040 97.33+5.94 96.67+4.88s 98+4.14

99.33+2.58 100£0  100£0  97.33+5.94 100+0 100£0 98+4.14 96.67+4.88s 98.67£3.52
99.3342.58 100+0  100+0  97.33£5.94 100+0 100+0 98+4.14 96.67+4.88s 98.67+3.52

S: significant effect compared to control sample

Table records cumulated germination rates of okra seeds with different treatments. Results assess that
10uM and 20 pM concentration treatments cause a germination evolution compared to control sample with a
100% estimated cumulated rate from the very first day after seedling, namely a 0.67% increase.

Seeds germination with 25 meq.lI"! NaCl treatment goes from 95.33% to 97.33%, namely a2 to4%
difference compared to control sample and a 3.67% to 5.67% difference compared to seeds treated with 25
meq.I"! NaCl associated tol 0uM and 20uM fluridone.

Seeds germination treated with 25meq.I"" + F; and 25meq.I"! + F, progresses over time. 25 meq.l"! + F, treatment
causes a 99.33% germination the 1% day and reaches a 100% from the 2" day.

With 50 meq.I'treated seeds, germination starts the 1% day after seedling with a 92.67% rate, namely
a7.06% decrease compared to control sample and 2.27% to 4.40% compared to 50 meq.I"'+F;and 50 meq.l’
'+F,treatment respectively. Rate becomes steady with98%the 3™day after seedling.

On the other hand, 50 meq.I"'+F; treatment causes a slow growth compared to control sample and to
other treatments (50 meq.I"!, 50 meq.I"'+F,).Growth has a 94% cumulated rate from the first day after seedling,
namely a 5.33% decrease compared to control sample. Growth becomes steady after the 2" with a 96.67%
cumulated rate. With 20uM fluridone concentration seeds germination rate immediately increases faster
compared to 50 meq.I''+F, treatment with a 96.67% cumulated rate from the first day to a 98.67% cumulated rate
the 3" day.
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Finally, it is notable that cumulated rate growth of germinated seeds treated with 50meq.I"! either
associated or non-associated to fluridone remains slower than control sample.

3.3. Germination speed
Germination speed is considered as being the time left between seedling and germination for seeds to
germinate (Lang, 1965). For a better understanding of factors acting on okra seeds germination, we have adapted
two simple formulas: speed coefficient (SC) and average germination time (GT) as proposed by Kotowski
(1926).

3.3.1. Germination speed (speed coefficient (SC) and average germination time (GT)) :

Results (table 3) assess that 25 meq.l"! salt treatment decreases germination speed and extends
germination average time compared to control sample. Nevertheless, adding 25 meq salt solution with au 10uM
fluridone increases again germination speed with a shorter germination average time. Then, germination speed of
25 meq+F, treated seeds gradually slows down with a longer germination average time compared to control
sample and to 25meq+F; treated seeds.

Table3: germination speed (speed coefficient. average time) of okra treated seeds.

T T+F1 T+F2 25meq 25meq+F1 25meq+F2 50meq 50meq+ F1 50meq+F2
SC% 1000 100+0 1000 98.15+5 100+0 99.39+2.35 95.03+7.94 s 97.1946.53 94.92+8.11s
GT day 1+0 1+0 1£0 1.02+0.06 1+£0 1.01+0.03 1.06+0.1 s 1.04+0.08 1.0340.06

S: significant effect compared to control sample

50 meq stress either associated or non-associated to fluridone induces a germination speed decrease and
a longer germination average time compared to control sample.
3.4. Sugar and phenolic compounds rate of Abelmoschus esculentus L. seeds under salt stress
either associated or non-associated to fluridone
Results shown in table 4 assess that sugar rates fluctuate almost in a similar way whatever the fluridone
concentration treatment is (10 or 20 pM). We have indeed recorded respectively a 0.62% to 0.66% decrease
compared to control sample. With 25 meq.I"! salt treatment, we have recorded a 1.29% sugar rate decrease
compared to control sample. As salt solution is added to fluridone, compounds content increases as fluridone
concentration does. Indeed, sugar rate increase from 0.30% to 0.78% compared to 25 meq.I"! treatment.

Table 4: Sugar rate (SR%) and phenolic compounds rate (PC%) in Abelmoscus esculentum L. seeds under NaCl
and fluridone stress.

Lot SR% PC%

T 2.15+0.78 0.445+0.01
T+F1 1.49+0.2 0.42+0.01
T+F2 1.53+0.57 0.715+0.01
25meq NaCl 0.86+0.32 s 0.52540.01
25meq+flul 1.16£0.26 s 0.63+0.01
25meq+flu2 1.64+0.2 0.605+0.005
50meq NaCl 0.84+0.41 s 0.365+0.004
50meq+flul 1.51£0.13 0.365+0.01
50meq-+flu2 2.79+2.7 0.375+0.18

S: significant effect compared to control sample

Thus, 50 meq.1"! salt treatment induces a notable 1.31% sugar rate decrease compared to control sample.
As soon as salt solution is added with fluridone, sugar rate increases constantly to reach a 2.79% apex with a 50
meq.I"! + F, treatment, namely being a 0.66% increase compared to control sample.

Phenolic compounds rates recorded with fluridone F; treated seeds are quite similar to control sample
rates, namely a 0.025% slight decrease. On the other hand, F, concentration causes a 0.27% increase compared
to control sample.

Indeed, a 0.08% and a 0.19% increase were respectively recorded with 25 meq.l"! and 25 meq.I''+ F,
treatment compared to control sample. Then, a slight decrease was recorded with 25 meql"'+F, treatment, namely
a 0.003% decrease compared to 25 meq.l"'+F treatment.

Phenolic compounds rates of seeds treated with 50 meq.I''and 50 meq.l"'+F have an almost steady
fluctuation. With50 meql'+F,, a slight decrease of phenolic compounds is recorded, estimated from 0.08% to
0.09% compared to control sample.

Several studies assessed that new substances having herbicide proprieties such as fluridone contribute to
breaking dormancy mechanism by inhibiting ABA.[16] confirmed such mechanism by assessing that fluridone
easily breaks induced seeds dormancy. [17] works confirmed the same hypothesis in 2004, assessing that
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fluridone has a very efficient function in deleting secondary dormancy development of seeds having a high
potential dormancy (HPD) from Brassica napusplant species.

Moreover, according to [9] study on abscisic acid effectin controlling embryo development and germination,
ABA settling is not ably delayed by spraying a fluridone solution onto young Helianthus annuus fruits.

4. CONCLUSION

In order to better understand resistance mechanisms of salt-stressed plants, our study is based on fluridone
and/or salt influence on plant response.

To conclude our work, Abelmoscus esculentus L. seeds germination follow-up assessed that germination
rate and speed fluctuate according to treatment processed. According to results, we can point out the following
essential topics:

e  With 10uM and 20uM fluridone tested samples, germination starts the 1% day after seedling,
treatment inducing indeed a cumulated rate with a fast progression compared to control sample
and estimated to 100%.

e  Salt stress associated to 20uM fluridone seams to reduce salt delay effect helping okra seeds
germination appearing from the first day.

e Speed germination, expressed in speed coefficient de (Cv) varies in a reverse way compared to
salt concentration.

e Biochemical analysis of seeds sugar and phenolic compounds assesses a variation in
compounds accumulation. Generally, a sugar accumulation apex is recorded when seeds are
treated with 50 meq.l"'salt solution added with fluridone F..

e  With phenolic compounds, the highest rate is recorded when medium is added with fluridone
F, solution.
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Résumé

Dans le but de comprendre les mécanismes de réponses du gombo au stress abiotique, en particulier la
salinité, notre travail s'intéresse a étudier le stade de germination et la phase végétative des plantes de
cette espece sous I'effet combiné de NaCl et de la fluridone, un inhibiteur de synthése de I’acide
abscissique. La germination de cette espéce a éteé suivie en faisant varier les concentrations de la solution
saline de NaCl a 25 mM et 50 mM combinée a la fluridone a 10uM et 20 uM. Les plantes sont aussi
traitées pendant une semaine a la salinité au NaCl a 25 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM et ala fluridone
aux mémes concentrations. Les résultats montrent que |’application de la fluridone améliore la
germination des graines de gombo qui se manifeste dés le 1% jour aprés le semis avec des taux variant de
99,83 a 100%. D’autre part, le traitement salin associé a la fluridone aux concentrations testées, atténue
I’ effet retardateur de la salinité. L’ analyse de quelques parametres biochimiques liés a la germination des
graines du gombo montre que les graines stressées enregistrent une faible teneur en sucres totaux par
rapport aux graines témoins, Les mémes remarques sont enregistrées pour la teneur en Composés
phénoliques sous le traitement salin 50 mM NaCl en présence ou non a la fluridone. Par contre, le
traitement a 25 mM NaCl en présence de la fluridone induit une augmentation des teneurs en ces
composés par rapport au témoin. Les tests phytochimiques des extraits agueux et éhanolique font
apparaitre une richesse des graines d’ Abelmoschus esculentus L. en différentes familles de métabolites
secondaires. Les résultats montrent que le traitement au NaCl associé ou non alafluridone contribue ala
diminution des teneurs en sucres totaux des feuilles des plantes et |’augmentation des teneurs en ces
composeés des racines. Par contre les teneurs en composés phénoliques fluctuent de maniére non stable.
D’ autre part, I’analyse des sucres et des composés phénoliques des plantes montre que la teneur la plus
élevée en sucres est enregistrée dans les racines (6,05 mg. 100 mg™ PS) sous le traitement 150 mM NaCl
et lateneur la plus importante des composés phénoliques est enregistrée dans les feuilles (2,5 mg. 100 mg’
! PS) sous le traitement & 25 mM + F20.A la lumiére de ces résultats, il est possible de retenir que
I"application de la fluridone attenue I'effet du NaCl sur la germination des graines et améliore les
parameétres biochimiques utilisés pour apprécier les réponses des plantes du gombo au stade germination
et au cours des premiers stades de son dével oppement.

Motsclés:
Abelmoschus esculentus L; Gombo; Germination; Plante; Fluridone; NaCl; Salinit€ Sucres totaux;
Composés phénoliques; M étabolites secondaires.



