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Résumé

L’objectif de ce travail est I’étude du pouvoir germinatif des graines de trois plantes
médicinales de la région semi-aride algérienne (région de Ain Beida, province de Oum El
Bouaghi) : Datura stramonium L., Marrubium vulgare L. et Peganum harmala L. Les
graines des plantes ont été testées pour leur viabilité puis ont été traitées par l’acide
gibbérellique (GAs3) in vitro sous les conditions ambiantes du laboratoire.

Le test de viabilité des graines a montré que Peganum harmala a présenté le meilleur
taux de germination (93.3%). Marrubium vulgare a présenté un taux faible de germination
(30%) mais les graines de Datura stramonium n’ont pas germé. L’application de la GAs a
montré un effet trés significatif sur le taux de germination des trois plantes qui ont présenté
des taux élevés : 93.3%, 76.6% et 100% chez Datura stramonium, Marrubium vulgare et
Peganum harmala respectivement. Le test d’acclimatation de plantules issues de la
germination a donné des taux de réussite de 58% et 3% chez Datura stramonium et Peganum

harmala respectivement.

Mots clés : Plantes médicinales, germination in vitro, acide gibbérellique (GA;), pouvoir
germinatif.



Abstract

The objective of this work is the study of the seed germination ability of three
medicinal plants from Algerian semi-arid region (region of Ain Beida, province of Oum El
Bouaghi): Datura stramonium L., Marrubium vulgare L. and Peganum harmala L. The seeds
of the plants were tested for their viability and then treated with gibberellic acid (GAj3) in
vitro under ambient laboratory conditions.

The seed viability test showed that Peganum harmala had the best germination rate
(93.3%). Marrubium vulgare had a low germination rate (30%) but Datura stramonium seeds
did not germinate. The application of GA; showed a very significant effect on the germination
rate of the three plants which presented high rates: 93.3%, 76.6% and 100% in Datura
stramonium, Marrubium vulgare and Peganum harmala respectively. The acclimatization test
of seedlings gave success rates of 58% and 3% of Datura stramonium and Peganum harmala

respectively.

Keywords: Medicinal plants, in vitro germination, gibberellic acid (GAj), germination

ability.
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Introduction

Pour traiter les blessures et les maladies, 'utilisation des plantes était connue dans les
civilisations de 1’Antiquité pour des usages religieux, cosmétiques mais aussi thérapeutiques
(Lardry Haberkoin, 2007).

Les végétaux peuplaient la planéte bien avant I’homme et ont d’abord servi a le nourrir via la
cueillette puis la culture (Lorraine, 2013). Leur emploi a rapidement évolué¢ en constatant
leurs propriétés thérapeutiques. Les égyptiens avaient recours aux plantes aromatiques pour
embaumer les morts, avec notamment un mélange d’huiles essentielles comme I’huile de
cedre, de basilic (Franchomme et al., 1990 ; Abrassart, 1997) et des plantes aux propriétés
antiseptiques connues comme le nard de I’Himalaya, la cannelle, le ciste, des produits de
sécrétion aromatique comme I’encens ou la myrrhe (Couic-Marinierf, 2013). En Grece
antique, Hyppocarte indiquait les bains aromatiques dans le traitement des maladies de la
femme (Lardry et al., 2007). Et dans les grandes épidémies, on faisait bruler la lavande,
sarriette, romarin et hysope (Franchomme et al., 1990). Ainsi, les arabes poursuivaient les
recherches sur les plantes médicinales en devenant les premiers a mettre au point la
distillation des plantes permettant d’en extraire ’huile essentielle il y a plus de mille ans
(Nagraret, 2008). En Algérie 1’'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans
(Benhouhou, 2015).

Dans le monde, 80% des populations ont recours a des plantes médicinales pour se
soigner et traiter certaines maladies (diabéte, cancer, grippe, hypertension, ...) (Marles et
Farnsworth, 1996). En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en
voie de développement, le recours a la médecine traditionnelle est largement répandu et
plusieurs remedes a base de plantes utilisés individuellement ou en combinaison sont
recommandés (Azzi, 2013).

Les plantes médicinales demeurent encore une source de soins médicaux dans les pays en
voie de développement, en [’absence d’un systtme médical moderne (Tabuti et al.,
2003). Le recours a la médecine a base de plantes est profondément ancré dans notre culture
car I’Algérie est réputée par sa richesse en flore médicinale qui comprend des centaines
d’espéces végétales. Cependant, la surexploitation des plantes médicinales et aromatiques a
contribué¢ a leur dégradation. En parallele, les études de recherche sur la régénération des
plantes médicinales sont trés peu. Les quelques rares essais entrepris dans le cadre de projets
de fin d’études, sont restés sans succes. Alors que, la mise au point d’une nouvelle technique

moderne de production de plantes médicinales s’avére une nécessité pour contribuer a la



Introduction

régénération et a la préservation de la flore médicinale. L’un des outils puissants de la
propagation des espéces végétales est la culture in vitro (Bonga et al., 2010).

La multiplication de la plante peut se réaliser par deux voies (sexuée ou asexuée). Pour la
reproduction sexuée, on met en jeu la fusion de cellules haploides (gamétes males et
femelles) produit par la méiose et donnant un zygote diploide qui engendra une plante entiére
apres la germination de la graine. Ce processus s'effectue dans les fleurs qui contiennent les
organes reproducteurs. La multiplication végétative (reproduction asexuée) est une
reproduction permettant sans gametes ni fécondation la production d’un individu a partir d'un
organe parental de la méme espece. Cette voie n'implique que des mitoses a partir d'un organe
prélevé de la plante mere et qui reforme les différentes parties de 1'organisme végétal et se
développe en un individu complet et génétiquement identique a la plante de départ (Margara,
1989 ; Mayer et al., 2004 ; Peyecru et al., 2007).

L’objectif de ce travail est d’étudier le pouvoir germinatif des graines de trois plantes
médicinales qui poussent spontanément en Algérie notamment dans la région semi aride
algérienne : Datura stramonium L., Marrubium vulgare L. et Peganum harmala L.

Le travail est subdivisé en trois chapitres :

e Le premier chapitre concerne une partie bibliographique sur les plantes citées ci-
dessus et le processus de la germination des graines et les régulateurs de croissance
qui influencent la germination.

e Le deuxiéme chapitre concerne la partie expérimentale c'est-a-dire les moyens et les
techniques utilisés dans le laboratoire.

* Le troisieme chapitre traite les résultats obtenus et leur discussion.
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1. Les plantes étudiées

1.1. Datura stramonium L.

1.1.1. Classification

Régne : Plantae.

Sous régne : Tracheobionta.
Embranchement : Spermatophyta.
Sous embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Asteridae.

Ordre : Solanales.

Famille : Solanaceae.

Sous famille : Solanoideae.

Genre : Datura

Espece : Datura stramonium L. (Konarev et al., 2004 ; Don Cheva et al., 2006 ; Sanjita et al.,

2012).

1.1.2. Description botanique
Datura stramonium est une plante pouvant atteindre plus de 1 metre de hauteur. C’est une plante
annuelle, vigoureuse, herbacée, glabre et dégageant une odeur désagréable (Debelmas et

Delaveau, 1983 ; Bremness, 2005 ; Schauenberg et Paris., 2006).
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Figure 1. Datura stramonium L. (Anonyme 1)

1.1.3. Composition chimique

Toutes les parties de la plante Datura stramonium renferment des alcaloides : hyoscyamine,
atropine et scopolamine. Leurs quantités et leurs proportions varient selon I’espéce considérée, la
partiec de la plante ainsi que les conditions environnementales. Les plantes du genre Datura
présentent une teneur totale en alcaloides de 0.2% a 0.6% ; le tiers est de la scopolamine ; les 2
tiers restants de 1’hyoscyamine et de I’atropine. Les jeunes plantes sont plus riches en

scopolamine que les plantes adultes (Gay, 1978).

1.1.4. Propriétés médicinales

A faibles doses, la stramoine traite I’asthme, les quintes de toux de la coqueluche, les spasmes
musculaire et les symptomes de la maladie de Parkinson. Elle décontracte les muscles du tube
digestif. Comme la belladone, la stramoine peut étre appliquée sur la peau pour soulager les
douleurs rhumatismales et les névralgies. De plus, les alcaloides dérivés des tropanes diminuent

les sécrétions et décontractent les muscles lisses (Iserin et al., 2007).

1..2. Marrubium vulgare L.
1.2.1. Classification

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta.

Embranchement : Spermatophyta
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Division : Magnoliophyta
Classe : Magnolipsida
Sous classe : Astéridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Marrubium

Espéce : Marrubium vulgare L. (Judd et al., 2002) .

1.2.2. Description botanique

Marrubium vulgare L. est communément connu par le nom Marriouth ou Marrube blanc, c’est
une plante spontanée trés répandue dans la région méditerranéenne. Le marrube blanc est une
plante herbacée vivace pouvant atteindre 80 cm de hauteur, a tige quadrangulaire cotonneuse. Les
feuilles pétiolées ovales ou arrondies, a limbe crénelé, sur les bords sont blanchatres et
duveteuses sur la face inférieure. Les fleurs petites, blanches, avec un calice a dents crochues
sont groupées en verticilles globuleux a 1’aisselle des feuilles. Le fruit est un tétra-akéne. Toute la
plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre, qui irrite les organes du gout et de 1’odorat, et

amere (Aouadhi, 2010).

Figure 2. Marrubium vulgare L. (Anonyme 2)
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1.2.3. Composition chimique

Marrubium vulgare contient des lactones diterpéniques (0.3-1%), mucilage, pectine, flavonoides,
alcaloides, stachydrine, bétonicine, sels minéraux et huile essentielle. On pense que la marrubine
est responsable de I’effet expectorant de la plante et de son pouvoir amer. Elle régularise les
battements cardiaques (Iserin et al., 2007). Le marrube blanc renferme aussi des diterpénes amers
de la série des furanolabdanes et surtout des composés de lactones : la marrubine, des Hétérosides
flavoniques. En outre, cette plante contient des tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de
I’acide hydroxycinnamique (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique) et la présence

d’une faible quantité¢ d’huiles essentielles (Wichtl et Anton, 2003).

1.2.4. Propriétés médicinales

La marrubine étant un expectorant et un amer puissant, le marrube blanc est prescrit dans le
traitement des difficultés respiratoires, des bronchites, des bronchectasies (dilatation pathologique
des bronches), des bronchites asthmatiformes, des toux séches et de la coqueluche. I fluidifie les
mucosités. Tonique amer, le marrube blanc est apéritif et améliore le fonctionnement de
I’estomac. Jadis, trés répandu son emploi en décoction pour soigner diverses affections cutanées
mais aujourd’hui est pratiquement abandonné (Iserin et al., 2007). Cette plante est également
utilisée pour le traitement de diabéte (Azzi, 2014), les dyspepsies et la perte d’appétit (Djahra,
2013).

1..3. Peganum harmala L.
1.3.1. Classification

Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum

Espece : Peganum harmala L. (Zeguada, 2009).
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1.3.2. Description botanique
Peganum harmala est une plante vivace buissonneuse de 50 cm de hauteur, trés ramifiée, a
feuilles linéaires découpées et a fleurs blanches a cinq pétales et a capsules rondes comprenant 3

graines (Iserin et al., 2007).

Figure 3. Peganum harmala L. (Anonyme 3)

1.3.3. Composition chimique

Peganum harmala renferme des acides aminés (phénylalanine, valine, proline, thréonine,
histidine, acide glutamique), flavonoides, coumarines, tanins, stérols et ou/triterpénes et des
alcaloides (Al Yahya, 1986). Le taux des alcaloides est beaucoup plus ¢élevé dans la graine que
dans la racine, la tige et la feuille (Tahrouch et al., 2002). La plupart de ces alcaloides sont des
alcaloides indoliques simple a [ carbolines tels que harmine, harmaline, harmalol, harmol,
harman (Mahmoudian et al., 2002). P. harmala contient environ 4% d’alcaloides indoliques dont

I’harmine, I’harmaline et I’harmalol (Iserin et al., 2007).

1.3.4. Propriétés médicinales
L’Harmel reste peu employé par la phytothérapie occidentale moderne car il présente des risques

de toxicité. Les graines servent a soigner
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les troubles oculaires et a stimuler la lactation. En Asie centrale, la racine est fréquemment
employée pour traiter les rhumatismes et les problémes nerveux. L harmine est un principe actif
synthétisé par cette plante et qui permet d’atténuer les tremblements de la maladie de Parkinson

(Iserin et al., 2007).

2. La germination des graines de plantes

2.1. Définition

La germination est définie comme la somme des événements qui conduisent la graine seéche a
germer ; elle commence par la prise d’eau et se termine par 1’allongement de 1’axe embryonnaire
(Hopkins, 2003). La germination est le passage de la vie latente de la graine a la vie active, sous
I’effet de facteurs favorables. Selon Mazliak (1982), la germination est un processus
physiologique dont les limites sont le début de I’hydratation de la semence et le tout début de la
croissance de la radicule. Une semence a germé, lorsque la radicule a percé les enveloppes ou elle

est visiblement allongée (Bewley, 1997).

2.2. Types de germination de graines

On distingue deux types de germination : la germination épigée, caractérisée par un soulévement
des cotylédons hors du sol car il y a un accroissement rapide de la tigelle. Le premier entre-nceud
donne I’épi cotyle, et les premicres feuilles, au dessus des cotylédons, sont les feuilles
primordiales. Tandis que chez les plantes a germination hypogée, les cotylédons restent dans le

sol (Ammari, 2011).

2.3. Conditions de la germination

2.3.1. Conditions externes de la germination

La graine exige la réunion de conditions extérieures favorables a savoir 1’eau, ’oxygene, la
température et la lumicre (Soltner, 2007).

2.3.1.1. L’eau

Selon Chaussat et Ledeunftf (1975), la germination exige de I’eau pour étre utilisée par I’embryon
et provoque le gonflement de ses cellules, et donc leur division.

2.3.1.2. L’oxygéne
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La germination exige de I’oxygene (Soltner, 2007). Selon Mazliak (1982), une faible quantité
d’oxygeéne peut étre suffisante pour permettre la germination. D’aprés Meyer et al. (2004),
I’oxygene est contrélé par les enveloppes qui constituent une barriére.

2.3.1.3. La température

La température a deux actions sur la germination : soit directe par I’augmentation de la vitesse
des réactions biochimique, c’est la raison pour la quelle il suffit d’¢élever la température de
quelques degrés pour stimuler la germination (Mazliak, 1982), soit indirecte par 1’effet sur la
solubilité de I’oxygeéne dans I’embryon (Chaussat et al., 1975).

2.3.1.4. La lumiére

La lumicre agit de maniere différente sur les especes. Elle inhibe la germination des graines a
photosensibilité négative et stimule celles a photosensibilité positive (Anzala, 2006). Les especes

indifférente a la photosensibilité sont rares (Heller et al., 1990).

2.3.2. Conditions internes de la germination

Lorsque des graines arrivées a maturit¢ sont placées dans des conditions optimales de
température, d’humidité et d’oxygénation pour leur germination et qu’elles ne germent pas,
plusieurs facteurs entrent en jeu : la dormance de I’embryon ou les inhibitions de germination.
Les conditions internes de la germination concernent la graine elle-méme ; elle doit étre vivante,

mure, apte a germer (non dormante) et saine (Jeam et al., 1998).

2.4. Les phases de la germination

2.4.1. La premiére phase : ou phase d’imbibition est un phénoméene d’entrée rapide et passive
d’eau. Elle se déroule méme si la graine n’est pas viable. Cette entrée d’eau est accompagnée
d’une augmentation de la consommation d’oxygene attribuée a 1’activation des enzymes
mitochondriales.

2.4.2. La deuxiéme phase : est la phase de germination au sens strict. Elle est caractérisée par
une diminution de I’entrée d’eau, I’hydratation des tissus et des enzymes est totale. La
consommation en oxygene est stable. De plus, les synthéses protéiques sont facilitées car la
graine renferme toute la machinerie nécessaire, en particulier des ARNm y sont accumulés
(Rajjou et al., 2004). Durant cette phase, il y a une reprise de la respiration et des activités

métaboliques. La présence d’eau et d’oxygeéne permet 1’activation des processus respiratoires et
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mitotiques. L’eau rend mobiles et actives les phytohormones hydrosolubles en stock dans la
graine. C’est le cas des gibbérellines qui sont véhiculées vers la couche a aleurones ou elles vont
activer la synthése d’hydrolases telles que les a-amylases, les nucléases ou les protéinases,
nécessaires a la dégradation des réserves, a la division et 1I’élongation cellulaire. Les a-amylases
hydrolysent 1’amidon stocké dans I’albumen et libérent des molécules de glucose, substrat du
métabolisme respiratoire. La phase de germination au sens strict se termine avec la percée du
tégument par la radicule, rendue possible grace a I’allongement des cellules (Heller et al., 2004).

2.4.3. La troisi¢éme phase : ou phase de croissance post-germinative est caractérisée a nouveau
par une entrée d’eau et une augmentation importante de la respiration. La consommation de

I’oxygene serait due aux enzymes néo-synthétisées (Yakoubi, 2014).

3. Les hormones végétales

Traditionnellement, cinq classes d’hormones végétales ont retenu I’intérét des chercheurs : Les
auxines, les cytokinines, 1’éthyléne, 1’acide abscissique et les gibbérellines. On a constaté plus
récemment que les plantes disposent ¢galement d’autres signaux chimiques intervenant dans le
contrdle de leur développement. On retrouve parmi ceux-ci ’acide salicylique (composé

phénolique), la bétaine et la systémine (Yakoubi, 2014).

3.1. La gibbérelline

Elle fut mise en évidence pour la premiere fois par le phytopathologiste Eiichi Kurosawa en
1926, chez Gibberella fujikuroi (Ascomycete parasite du riz qui allonge exagérément les tiges)
(Yamaguchi, 2008 ; Santner et al., 2009). Entre 1935 et 1938, Teijiro yabuta a isolé et purifié la
substance a I’origine de la maladie. En 1955. Brian et ses collaborateurs ont réussi a déterminer la

structure chimique de 1’acide gibbérellique (GA;) (Heller et al., 2004).

3.1.1. Définition
Les gibbérellines sont une famille de 136 diterpenes tetracycliques (possédant en principe 20
atomes de carbone) formés par quatre unités isoprénes en tant qu hormones et varient selon les

especes considérées. Les gibbérellines sont associ¢es a différents processus de développement
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des plantes comme la germination, la régulation de I’expression génique dans I’aleurone des
céréales. Elles se différencient par le nombre total d’atomes de carbone, la présence ou non de
doubles liaisons, le nombre de carboxyles, le nombre et la position de substituant (OH ou CH; en
particulier). La GA; est facilement extraite de culture de champignon, il est aussi la forme
commercialement la plus disponible et il est de ce fait, la gibbérelline la plus étudiée (Hopkins,

2003).

3.1.2. Biosynthése de la gibbérelline

La synthése des gibbérellines s’effectue a partir de la formation de précurseurs isopréniques dans
les plastes. L unité d’isopréne de base est IPP (Isopentényl di-phosphate), qui dérive de la voie de
I’acide mévalonique. Le géranyl géranyl pyrophosphate (GGPP : Cy) qui est produit, subit alors
une cyclisation conduisant a la formation de gibbérellines (Hedden et Phillips, 2000). La synthése
de toutes les formes gibbérelliques se fait par des changements chimiques comme ’hydroxylation

et I’oxydation etc.

3.1.3. Roles physiologiques des gibbérellines
Les gibbérellines sont impliquées dans le développent de la graine, 1’élongation des organes et le
contrle de la floraison (Santner et al., 2009). Elles sont aussi impliquées dans le processus de

développent du fruit et la régulation de 1’expression génique dans I’aleurone des céréales.

3.1.3.1. Allongement des entre-nceuds

Le résultat le plus spectaculaire d’une application de gibbérellines est I’allongement des entre-
neceuds, souvent beaucoup plus marqué que pour I’auxine et se manifeste méme dans des cas ou
celle-ci est inefficace (Heller et al., 1990). A I’inverse des auxines, les gibbérellines provoquent
presque exclusivement I’allongement de plantes enticres, plutot que de tissus excisés. Cela est
particulierement évident dans le controle de la longueur des entre-nceuds des plantes qui
présentent un nanisme génétique. Dans tous les cas, un traitement par la gibbérelline exogene de

mutants nains restaure le phénotype normal (Hopkins, 2003).

3.1.3.2. Floraison
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Les gibbérellines ont des effets stimulants sur la mise a fleur de certaines plantes chez lesquelles
elles peuvent remplacer la vernalisation ou les jours longs. Leur action n’est pas générale et I’on
est amené a penser que c’est leur role sur le déboitement des entre-nceuds qui est a 1’origine de
leur efficacité sur la floraison. Chez certaines fleurs, comme celles du concombre, les
gibbérellines peuvent infléchir le développement des ébauches dans le sens d’une sexualisation
male (prédominance des étamines), alors que I’auxine agit dans le sens d’une sexualisation

femelle (Heller et al., 1990).

3.1.3.3. Croissance des feuilles et des fruits

L’application de la gibbérelline a forte dose (ou en synergie avec une cytokinine) peut provoquer
une exasgération de la croissance des feuilles qui atteignent souvent une surface double de la
surface normale (tréfle, radis). Elle agit aussi sur les feuilles d’avoine et les coléoptiles de riz,
mais seulement pour renforcer 1’action de I’auxine. Sur les péricarpes des fruits, les gibbérellines
ont une action trés comparable a celle de 1’auxine, et comme avec cette derniere on peut obtenir
des fruits parthénocarpiques, par des applications de gibbérellines sur des ovaires non fécondés.
Les fruits obtenus (poires, péches, tomates, concombres) sont tout a fait comparables aux fruits

normaux, si ce n’est ’absence de pépins ou de noyaux (Heller et al., 1990).

3.1.3.4. Germination des graines

La gibbérelline (GA;) joue un réle majeur dans la germination en activant la levée de la
dormance et la mobilisation des réserves (Gubler et al., 2008 ; Seo et al., 2009). Cette hormone
joue un rdle antagoniste a I’acide abscissique (ABA) et le ratio ABA/GAj est le régulateur majeur
du développement des graines : la maturation est favorisée par un ratio élevé alors que la
germination est induite par un ratio faible (White et al., 2000).

La synthese de la GAj; a lieu pendant I’imbibition puisque des inhibiteur de biosynthése de cette
hormone empéchent les graines de germer (Nambara et al., 1991). Au niveau moléculaire, des

donnés récentes indiquent que lors de I’imbibition, se produit une forte synthése de GA; dans
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I’embryon, ce qui réprime le programme embryonnaire régulé par I’acide abscissique et permet la

mise en place des processus de germination (Gazzarrini et al., 2004).

13



Materiel et
meéthodes



Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal
1.1. Collection des graines

Les graines des trois plantes : Datura stramonium, Marrubium vulgare et Peganum
harmala  ont été collectées au stade fructification de I’habitat naturel des trois especes
médicinales de la région de Ain Beida dans le Nord-est de 1’Algérie (latitude: 35.805° N,
longitude: 7.376° E, altitude: 920 m).

2. Germination in vitro des graines
2.1. Stérilisation des graines

Les graines ont été lavées sous I’eau de robinet pendant 30 minutes, puis stérilisées par
I’éthanol (70%) pendant 1 minute suivie d’une immersion dans une solution de chlorure de
mercure (HgCl, 0.1%) pendant 2 minutes. Par la suite, les graines stérilisées ont été rincées par
I’eau distillée stérile trois fois. Toutes les manipulations ont été effectuées devant le bec Bunsen

(Haicour, 2002).

2.2. Test préliminaire de germination

Les graines stérilisées des trois plantes ont été immergées dans 1’eau distillée stérile
pendant une heure. Par la suite, les graines ont été placées sur du papier filtre stérile dans des
boites de Pétri stériles et incubées a la température ambiante au laboratoire. Les graines ont été
imbibées quotidiennement avec de I’eau distillée stérile (Prat, 2007). Le test a été réalisé en trois
répétitions. Le taux de la germination a été calculé apres 30 jours comme suit :

Nombre de graines germées / Nombre de graines testées x 100

2.3. Test de ’effet de I’acide gibbérellique (GAs3)

Les graines stérilisées ont ét¢ émergées dans trois doses de I’acide gibbérellique (GA5)
(125, 250, 500 mg/L) pendant deux heures. Puis les graines traitées de chaque espéce ont été
placées sur Agar-agar stérile dans des boites de Pétri stériles et incubées a 1’obscurité continue et
a la lumicre indépendamment et a la température ambiante au laboratoire. Un témoin pour chaque
espece a été réalisé dans les mémes conditions. Le test a été réalisé en trois répétitions. Le taux de
la germination a été calculé apres 30 jours comme suit :

Nombre de graines germées / Nombre de graines testées x 100
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2.4. Test d’acclimatation des plantules

Les graines germées et développées en plantules saines et vigoureuses ont €té destinées a
un test d’acclimatation dans le laboratoire. Les plantules ont été placées sur un mélange de sable
et tourbe stériles (2/3 sable, 1/3 tourbe) dans des pots en plastique. Pour chaque espéce végétale,
cent plantules ont été placées et réparties sur 50 pots a raison de deux plantules par pot. Le taux
de réussite a été calculé en pourcentage apres presque une semaine du premier transfert des
plantules. Dans les conditions normales d’acclimatation, les plantules qui continuent a bien
croitre seront transférées a la serre ou elles continuent leur croissance sur le sol afin de calculer le
véritable taux de réussite de 1’acclimatation. Cependant, en raison de la propagation de
I’épidémie de Coronavirus et la fermeture des laboratoires, nous n’avons pas repris cette

expérimentation.
3. Analyse statistique

Les résultats obtenus du test préliminaire de la germination et du test de 1’effet de 1’acide

gibbérellique ont été traités par une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur.
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Résultats et discussion

1. Test préliminaire de germination

Les résultats obtenus de 1’analyse de la variance ont montré une différence trés significative
(P<0.01) entre les trois especes testées. Peganum harmala a présenté le meilleur nombre de
graines germées 9.33 correspondant a un taux de germination de 93.3%. Marrubium vulgare a
présenté un nombre faible de graines germées, 3 ce qui correspond a 30% alors que les

graines de Datura stramonium n’ont pas germé (Figure 4).

12

10

Nombre de graines germées

Datura Marrubium Peganum

Figure 4. Nombre de graines germées de Datura stramonium, Marrubium vulgare et

Peganum harmala

(Photo Mabrouk et Zouaid)

Photo 1. Graines germées de Marrubium vulgare (1) et Peganum harmala (2)
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2. Test de I’effet de I’acide gibbérellique (GA3)

Les résultats obtenus de 1’analyse de la variance ont montré un effet trés significatif (P<0.01)
de la GA; sur la germination des graines de Datura stramonium. Le nombre de graines
germées est positivement corrélé avec la croissance des doses de la GAj; appliquées. Le

nombre de graines germées est entre 3 et 9.33 correspondant a un taux de germination de 30%

et 93.3% (Figure 5).
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Figure 5. Effet de la GA; sur la germination des graines de Datura stramonium

(Photo Mabrouk et Zouaid)

Photo 2. Graines germées de Datura stramonium
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Les résultats obtenus de 1’analyse de la variance ont montré un effet trés significatif (P<0.01)
de la GA; sur la germination des graines de Marrubium vulgare. Le témoin a présenté un
nombre de graines germées faible de 3 (30%), les doses de la GA;ont enregistré un nombre

entre 6 et 7.66 (60% et 76.6%) (Figure 6).
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Figure 6. Effet de la GA; sur la germination des graines de Marrubium vulgare

(Photo Mabrouk et Zouaid)

Photo 3. Graines germées de Marrubium vulgare
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Les résultats obtenus de 1’analyse de la variance ont montré un effet trés significatif (P<0.01)
de la GA;sur la germination des graines de Peganum harmala. Le nombre de graines germées

est entre 8.33 et 10 correspondant a un taux de 83.3% et 100% (Figure 7).
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Figure 7. Effet de la GAj; sur la germination des graines de Peganum harmala

(Photo Mabrouk et Zouaid)

Photo 4. Graines germées de Peganum harmala

La dormance des graines de plantes est un état provisoire dans lequel des graines viables ne
peuvent pas germer méme dans des conditions favorables (dormance secondaire) (Hilhorst et
Koornneef, 2007). Tandis que, la dormance primaire est dépendante de I’acide abscissique
(ABA). En effet, la biosyntheése des enzymes de la vois de production de 1’acide abscissique
(ABA) favorise la dormance des graines (Nambara et Marion, 2005 ; Finchtel et Leubner,

2006). Dans notre expérimentation (test préliminaire), la non germination des graines de
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Datura stramonium peut étre expliquée par 1’effet de 1’acide abscissique endogene, alors que
’utilisation de la GAsa affecté significativement la levée de la dormance chez cette plante. De
plus, les trois doses de la GA; ont amélioré le taux de germination notamment chez
Marrubium vulgare. Des études ont rapporté que la dormance et la germination des graines
dépendent de la concentration de 1’acide abscissique et de la GA; (Finkelstein et al., 2008).
Selon Hilhort et Koornneef (2007), I’acide abscissique (ABA) favorise I’induction et le
maintien de la dormance pendant la maturation embryonnaire et inhibe la germination. Par
contre, I’acide gibbérellique favorise le processus de la levée de dormance et la germination
(Finkelstein et al., 2008).

Parmi les facteurs extérieurs qui influent sur la germination des graines, la température. Selon
Maziliak (1982), la température a une action directe sur la germination, c’est la raison pour la
quelle il suffit d’élever la température de quelques degré pour stimuler la germination.
Plusieurs études ont confirmé que la germination des graines de Peganum harmala est trés
significative a la température de 28 °C (Mayad et al., 2003). Ainsi, les graines de Marrubium
vulgare germe bien dans les zones tempérées (Rigano, 2006 ; Meyre, 2005), leur température
optimale de germination est de 30 °C (Garai et al., 2011). Dans le laboratoire de biologie
végétale ou nous avons réalisé cette expérimentation, la température était favorable, entre
25°C et 30°C, pour la germination des graines des trois plantes.

Ainsi la lumiére agit de maniere différente sur la germination, elle inhibe la germination des
graines a photosensibilité négative et stimule celle des graines a photosensibilité positive
(Anzala, 2006). Dans ce travail, nous avons essayé de tester I’effet de la lumicre sur la
germination des graines des trois espeéces mais nous n’avons pas atteint de résultats
discutables en raison de la fermeture des laboratoires dans le mois de Mars et donc

I’impossibilité de terminer notre expérimentation.

3. Test d’acclimatation des plantules

Apres une semaine de repiquage de plantules pour leur acclimatation dans le laboratoire, nous
avons enregistré un taux de réussite de croissance de plantules de 58% et 3% chez Datura
stramonium et Peganum harmala respectivement, alors que les plantules de Marrubium

vulgare n’ont pas continué a croitre (Figure 8).
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Figure 8. Taux de réussite en (%) de développement de plantules apres acclimatation de

Datura stramonium et Peganum harmala

Bien que nous n’avons pas terminé le test d’acclimatation pour la raison motionnée (Voir
partie matériel et méthodes), nous essayons dans ce paragraphe de donner quelques
informations bibliographiques sur les conditions externes pour réussir 1’adaptation de
plantules issues de la germination in vitro.

Pour une bonne croissance végétative, le genre Datura exige une luminosité de 1400 a 1800
Lux dont la durée quotidienne est 16 heures avec 8 heures d’obscurit¢ (Cosson, 1972 ;
Cosson, 1976 ; Cosson et al., 1978 ) et une humidité relative ente 50 et 60%. La meilleure
température pour I’acclimatation de plantules de Datura est entre 27 °C et 30 °C (Cosson,
1972 ; Schmelezer et al., 2008). Thurzova (1981) a montré que le sol doit étre riche en
humus. Ainsi, Datura stramonium pousse sur tous les types du sol mais elle préfére des terres
riches en éléments nutritifs (Clause, 1992) et elle est cultivée généralement a partir de graines
semées soit directement en champs soit en pépiniéres (Schmelezer et al., 2008). Peganum
harmala peut se développer dans les zones sahariennes (Abbassi et al., 2003). Dans leur
¢tude, Yousefi et al. (2009) ont montré que 1’espece Peganum harmala est trés commune sur
les sols sableux et qui contiennent des quantités faibles en nitrates. De plus Caravello et al.
(2011) ont rapporté que le sol de culture de Peganum harmala est caractérisé par la présence

d’une quantité importante de calcaire et une faible teneur en matiére organique.
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Conclusion

Conclusion
Dans ce travail, nous avons testé le pouvoir germinatif des graines de trois plantes médicinales :
Peganum harmala, Marrubium vulgare et Datura stramonium et I’effet de 1’acide gibbérellique
(GA3) sur le taux de germination.
Les résultats obtenus ont montré que :

e Dans le test de viabilité des graines, Peganum harmala a présenté le meilleur taux de
germination (93.3%). Marrubium vulgare a présenté un taux faible de germination (30%)
alors que les graines de Datura stramonium n’ont pas germé.

e L’application de la GAs a montré un effet trés significatif sur le taux de germination des
trois plantes qui ont présent¢ des taux élevés : 93.3%, 76.6% et 100% chez Datura
stramonium, Marrubium vulgare et Peganum harmala respectivement.

e Le test d’acclimatation de plantules issues de la germination in vifro a donné des taux de
réussite de 58% et 3% chez Datura stramonium et Peganum harmala respectivement. Les

plantules de Marrubium vulgare n’ont pas continué a croitre.

L’utilisation de ’acide gibbérellique a augmenté le taux de germination chez Datura stramonium
et Marrubium vulgare. Dans le futur, ’effet d’autres facteurs pourrait étre examiné sur la
germination des graines des trois especes végétales (températures, lumicre...) pour préparer une

méthode appropriée de régénération pour les trois plantes.
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