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Abstract

Metal pollution is a particular problem because metals are not biodegradable. In

addition, throughout the food chain, some are concentrated in living organisms. Our work aims
to evaluate the impact of lead on four cereals (durum wheat, soft wheat, barley and oats). For
this we followed in laboratory the development of these seeds subjected to a metallic stress for
14 days and, through some morphological parameters, also a histological study at the level of
the roots of the T. durum, in order to elucidate the action of different concentrations: Og / I,
0.159/1,0.3g/1and 0.6 g/ I of lead acetate Pb (CH3COO) 2 on plants.
The data obtained, reveal that the lead causes disruption and inhibition of the growth of aerial
and underground part of these varieties of cereals, especially with the concentration 0,6g / |,
where we looked at aerial part a very highly significant to highly significant reduction in the
height of the aerial part, the average length of the first leaf and the average number of leaves.
At the root system a very highly significant reduction in average root length and average root
number of the four varieties for all applied concentrations is also recorded. Visible signs of the
impact of abiotic stress were visualized on the tissues of the diagnosed organs.

The tolerance index allows us to conclude that oats and barley are the most resistant
cereals to the presence of lead acetate for the more durum and soft wheat, the most sensitive.

As a result of our research, it appears that the phytotoxicity of lead acetate in the four
cereals induces oxidative stress.

Key words: lead acetate, cereals, morphological parameters, anatomy, oxidative stress.



Résumé

La pollution métallique pose un probleme particulier, car les métaux lourds ne sont pas
biodégradables. En outre, tout au long de la chaine alimentaire, certains se concentrent dans les
organismes vivants. Notre travail a pour objectifs d’évaluer I’impact du plomb sur quatre
céréales (blé dur, blé tendre, orge et avoine). Pour cela nous avons suivi au sein de laboratoire
le développement de ces graines soumises a un stress métallique pendant 14 jours et ce, a
travers quelque parametres morphologiques, aussi une étude histologique au niveau des racines
des T.durum, afin d'élucider I'action de différentes concentrations : 0g/l, 0,15¢/l, 0,3g/l et 0,6 ¢/l
de I’acétate de plomb Pb (CH3COO): sur les plantes.

Les données obtenus, révelent que le plomb provoque des perturbations et inhibition de
la croissance de la partie aérienne et de la partie racinaire de ces variétés des céréales surtout
a la concentration 0,6g/l, ol nous avons remarqué au niveau de la partie aérienne une réduction
trés hautement significative a hautement significative de la hauteur de la partie aérienne, la
longueur moyenne de la premiére feuille et le nombre moyen des feuilles. Au niveau de
systeme racinaire une réduction tres hautement significative de la longueur moyenne des
racines et du nombre moyen des racines des quatre variétés pour toutes les concentrations
appliquées ont été aussi enregistrée. Des signes de I'impact du stress abiotique ont été visualisés
sur les tissus des organes diagnostiqueés.

L’indice de tolérance nous a pouvoir de conclue que l'avoine et l'orge présentent les
céréales les plus résistantes a la présence de I'acétate de plomb par contre le blé dur et le blé
tendre sont les plus sensibles.

De part, nos travaux de recherche réalisés, il en ressort que la phytotoxicité de I’acétate

du plomb chez les quatre céréales induit un stress oxydatif.

Mots clés : acétate de plomb, céréales, paramétres morphologiques, anatomie,

stress oxydant.
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I. Introduction générale

1. Contexte général

Les céreales cultivées depuis des milliers d’années, constituent la base de notre
alimentation et jouent la carte de la diversité. De I’Europe a I’Asie, en passant par 1’ Afrique et
I’ Amérique, les hommes du monde entier en ont développé de nombreuses variétés. Elles
seront sans doute amenées a jouer un réle fondamental face aux défis démographiques et
environnementaux du siécle. Les céréales constituent environ 30% des sources energétiques
alimentaires dans les pays développés, contre plus de 50% dans les pays en voie de
développement, atteignant parfois 90 % dans certains pays d’Afrique (Nadjeh, 2015).

On appelle céréale toutes les plantes de la famille des Graminées (Poacées) dont le grain
possede une amande amylacée, susceptible d'étre utilisée dans I'alimentation des hommes ou
des animaux. Seul le sarrasin dont la graine remplit un réle identique, appartient a une famille
différente, celle des Polygonacées (Godon, 1968). Ce sont des plantes herbacées qui poussent
en touffes, elles sont constituées par les racines, les feuilles, la tige et I’épi dans lequel sont
contenues les graines (Zibouche et Grimes, 2016).

Dans le monde les céréales constituent la composante de base de I’agriculture (FAO,
2016). Elles constituent une part importante des ressources alimentaires de I’homme et de
I’animal (Louali, 2016). Les céréales tiennent de loin, la premiére place quant a I’occupation
des terres agricoles, parce qu’elles servent d’aliments de base pour une grande proportion de la
population mondiale (Aidani, 2015).

En Algérie, la céréaliculture demeure le pivot de I'agriculture, c'est une filiére
stratégique et représente un poids considérable dans I'économie agricole (Meziani, 2016).
L’ Algérie a produit 40 millions de quintaux de céréales durant la campagne moissons-battages
2014-2015, contre 35 millions lors de la saison précédente, soit une hausse de 14,3% (Tadjer,
2015). Cependant, la production céréaliére, en Algérie représente I’élément central dans la
sécurité alimentaire nationale, mais ce dernier est fortement dépendant du climat. Les
rendements sont caractérisées par une forte variabilité, dues a la non maitrise des systemes
d’irrigation d’appoint et a la sécheresse (Derouiche et Hamidi, 2017).

Parmi ces céréales:

Le blé est une plante autogame appartenant au groupe des angiospermes monocotyledones, de

la famille des Poacées, tribu des Triticées et genre Triticum. Les espéces du genre Triticum
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sont des herbacées annuelles produisant un fruit sec indéhiscent, le caryopse. De nos jours, les
principales especes cultivées du genre Triticum sont Triticum aetivum (blé tendre) et Triticum
durum Desf (blé dur). Elles difféerent principalement par I’aspect et la composition du grain,
ainsi que par leur aire de répartition agro écologique, le blé dur étant cultivé en zones
méditerranéennes tandis que le blé tendre est cultivé en zones plus tempérées (Kara, 2015).
Les graines de blé sont des fruits appelées caryopses. Elles ont une forme ovoide, possédent sur
I’une de leur faces une cavité longitudinale (le sillon) et a I’extrémité opposée de I’embryon des
touffes de poils (la brosse) (Godon et Willm, 1991). Le caryopse est constitué de 03 parties
(Figure 01): les enveloppes, I'albumen et I'embryon.

NN

Amanoe

Germe

Enveloppen

Figure 01 : Le grain de blé (Godon et Willm, 1991).

Les feuilles de blé dur se composent d’une base (gaine) entourant la tige, d’une partie
terminale qui S’aligne avec les nervures paralléles et d’une extrémité pointue. Au point
d’attache de la gaine de la feuille, se trouve une membrane mince et transparente (ligule)
comportant deux petits appendices latéraux (oreillettes) (Bozzini, 1988).

La tige principale et chaque brin, portent une inflorescence en épi terminal.
L’inflorescence du blé dur est un épi muni d’un rachis portant des épillets séparés par de courts
entre-nceuds (Soltner, 1998). Chaque épillet, compte deux glumes (bractées) renfermant de
deux a cing fleurs distiques sur une rachéole. Chaque fleur parfaite est renfermée dans des
structures semblables & des bractées, soit la glumelle inférieure (lemma ou lemme) et la
glumelle supérieure (paléa). Chacune compte trois étamines a antheres biloculaires, ainsi qu’un
pistil & deux styles & stigmates plumeux. A maturité, le grain de pollen fusiforme contient
habituellement trois noyaux. Chaque fleur peut produire un fruit a une seule graine, soit le
caryopse (Bozzini, 1988). Chaque graine contient un large endosperme et un embryon aplati

(Figure 02) situé a I’apex de la graine et a proximité de la base de la fleur (Soltner, 1998).
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Figure 02 : rge commune (hordeum vulgare L) (anonyme,2009).

Sur une coupe transversale de jeune racine on distingue deux zones (Figure 03):
L’écorce : cette partie est constituée du rhizoderme qui porte d’abord les poils absorbants de la
racine (assise pilifére) puis une couche de cellules subérisées et un parenchyme cortical, qui
assure le transport des éléments absorbés jusqu’au centre de la racine. La derniere couche de
cellules de ce parenchyme est épaissie et forme une forte barriére de contréle des molécules

circulant dans la racine, ¢’est I’endoderme.
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Le cylindre central : c’est le siége des tissus de transport de seve, de la racine vers le reste de la
plante. Il est composé tout d’abord du péricycle, une couche de cellules a partir de laquelle vont
se former les ramifications de la racine.

En avangant vers le ceeur de 1’organe on découvre deux tissus conducteurs, le xyleme
(ou bois) qui conduit la seve brute vers les feuilles, et le phloéme (ou liber) qui redistribue la
séve élaborée, dans toute la plante. Ces deux types de tissus, issus d’une couche intermédiaire
de procambium, sont disposés en cercle, alternativement. Ensuite au centre de la racine, la

moelle, composée de parenchyme médullaire, n’a pas de fonction particuliére (Macleod, 1991).

Poils absorbants

Assise pilifere

Parenchyme Cortical

|x(‘b"’"0r‘!|

Endoderme en U

=y

Péricycle

Phloéme

Xyléme centripéte >‘

S
t
e
I

e

Parenchyme

médullaire .

Figure 03 : Coupe histologique transversale de la racine de T. Durum (Ferfar, 2017)

Le blé dur est une espéce allo tétraploide (2n = 4x = 28) possédant sept paires de
chromosomes homologues associées a deux génomes différents A et B. Le génome A vient du
blé sauvage Triticum urartutum plus connu sous le nom einkorn (Triticum monococcum) de
constitution génomique diploide AA. Par contre le genome B vient de I’espéce sauvage,
diploide elle aussi, Aegilops speltoides tausch (Schuhwerk et al., 2011).

Le blé tendre d’un point de vue phylogénétique, est issu de deux hybridations
interspecifiques suivies d’un doublement chromosomique. Le croisement entre Triticum
monococcum var. boeoticumou var. urartu (A) et un Aegilops (B) a donné un individu de
structure génomique (AB) avec 14 chromosomes (Gill et Kimber, 1974 ; Chen et al., 1984 et
Chapman, 2009).

L'orge est une plante annuelle de la classe des monocotylédones, qui appartient a la famille des
graminées et au genre Hordeum qui comprend 31 espéces, mais seule vulgare est couramment

cultivée, Hordeum vulgare est une espece diploide (2n=14). Elle a été I'une des premieres
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cultures domestiquées, il y a 10 000 ans dans le croissant fertile du moyen orient (Baik et
Ulrich, 2008). C’est une plante annuelle, autofécondée tres semblable au blé dans la
morphologie de ses organes végeétatifs et floraux. Au stade herbacé, elle se distingue
principalement des autres céréales par un feuillage vert clair, la présence d’une ligule tres
développée, des oreillettes glabres, et un fort tallage herbacé (Boulal et al., 2007). Le grain est
un caryopse a glumelles adhérentes chez les variétés cultivées. Une coupe transversale du grain
(Figure 04), montre les mémes assises de cellules que chez le blé, cependant I'assise a aleurone

comporte trois couches de cellules au lieu d'une seule (Clement-Grandcourt et Prats, 1971).

Grain d'orge

Figure 04 : Les principales parties grain d’orge (Zibouche et Grimes, 2016).

L’avoine est une céréale des zones modérées, disparait de plus en plus des terres arables. C’est
une plante rustique, cultivée dans les régions tempérées, principalement comme fourrage vert
(parties aériennes et paille), mais aussi pour son grain (en alimentation humaine ou animale).
Elle est originaire du nord-est de I’Europe (Autriche et Russie) et des plateaux de 1’Ethiopie et
de la Chine. Le plus ancien grain d’avoine a été découvert en Egypte dans les vestiges de la 12e
Dynastie, autour de 2000 ans avant J.-C., et devait probablement provenir de plantes sauvages,
puisque I’avoine n’était pas encore cultivée a cette époque. La plus ancienne avoine cultivée a
été découverte dans des grottes en Suisse et daterait de I’époque de 1’dge de bronze. L’avoine a
été introduite en Amérique en 1609 sur les fles Elizabeth, sur les cotes de I’Etat du
Massachusetts et Georges Washington (Sirodot, 2016).

Notre pays figure actuellement parmi les premiers importateurs mondiaux de blé dur en
s’accaparant de pres de 50 % du marché mondial (CIC, 2007), cette faiblesse de la production
de blé en Algérie était toujours liée aux effets du climat, principalement la sécheresse qui se fait
ressentir de maniere trés importante depuis la derniére décennie. Le stress hydrique et abiotique
limite sérieusement la croissance des plantes ainsi que la productivité végétale (Wang, 2003).
En effet, chaque année, les surfaces perdues a cause du stress hydrique varient autour de 20
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millions d'ha dans le monde. En Algérie, la situation est particulierement grave ou les
rendements sont faibles (moins de 10 gx/ha) (Kara, 2011).

Un stress abiotique provoqué par la pollution métallique limite sérieusement la
croissance des différents types des plantes notamment les céréales et leurs reproductions par
rapport au potentiel du génotype (Lazzer, 2015).

Depuis plus de cinquante ans, la pollution est I'un des plus graves problémes auxquels
est confronté notre monde moderne. On entend par pollution, la présence dans I'environnement
de grandes quantités de produits chimiques dangereux, genéralement crées par I'hnomme, dont
les effets nuisibles peuvent se faire durant de longues périodes sur toute la planéte. Cette
pollution peut affecter I'eau, l'air et la terre. Elle peut étre évidente (nappes d'hydrocarbures
flottante sur la mer), comme elle peut étre beaucoup moins visible (pesticides répandus sur les
champs ou métaux lourds dissous dans les systemes aquatiques) (Kim et al., 2006).

La pollution de I’environnement par les substances toxiques telles que les métaux lourds
dont certains comme le chrome, le plomb et le cadmium, les composés organochlorés (PCB,
pesticides chlorés) et les hydrocarbures polyaromatiques (HAP), est un probléeme qui touche
tous les pays du monde. Les effets de la pollution sur les écosystéemes et sur la santé humaine
peuvent parfois se faire sentir trés loin de la source dépollution. Les métaux lourds sont
présents dans le milieu marin de facon naturelle et certains sont méme essentiels au bon
fonctionnement de nombreux processus biologiques (Johnson, 2008).

Parmi les polluants les plus dangereux dans la nature, le plomb, est I'un des
contaminants les plus répandus dans I’environnement, toxique méme a faible concentration
(Johnson et al., 1997). De plus, il n’est pas biodégradable, il est persistant et s’accumule dans
les sols. Une fois le sol contaminé, il pénétre dans la plante et perturbe les mécanismes de celle-
ci, tel que les structures membranaires et pariétales, la perturbation du statut hydrique,
I’absorption et la translocation des éléments minéraux essentiels (calcium (Ca2+), manganése
(Mg), fer (Fe)) et interfere avec I’activité enzymatique, notamment les enzymes impliquées
dans la biosyntheése de la chlorophylle (Seregin et Ivanov, 2001 ; Palma et al.,1986) induisant
par conséquent un arrét de la photosynthese (Soltner, 1990) .

Les végétaux peuvent se contaminer par leurs racines ou par leurs parties aériennes lors
de retombées atmosphériques de poussieres emises par I’activité industrielle ou d’envols de
particules de terre polluée. Ces poussiéres peuvent aussi persister a la surface des végétaux ou
étre fixées sur la cuticule, dans les poils épidémiques de la tige ou des feuilles. Le transfert a la
plante du plomb contenu dans le sol met en jeu des processus trés complexes. Ceux-cCi
dépendent de la nature, de la concentration et de la spéciation du plomb (Miquel, 2001).

L’accumulation dans les végétaux est variable en fonction de I’espece et au sein d’'une méme
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espece, selon la variété considérée (Morel et Schwartz, 1999). De plus pour une plante
donnée, la teneur en plomb n’est pas homogene. Elle varie d’un organe a I’autre. Elle peut donc
étre différente dans les racines, les tiges ou les feuilles. Toutefois il s’accumule
préférentiellement dans les racines (Nriagu et Moore, 1984). La mobilité des métaux dans les
sols dépend d'une part de leurs sites de rétention et d'autre part des conditions physico-
chimiques du milieu (Han et al., 2003 ; Ma et al., 2011).

La présence des ETM (les éléments traces metalliques) pose au moins deux problémes
majeurs, I’un en agriculture et I’autre dans le domaine de la santé :

Dans le domaine agricole, la plupart des ETM accumulés dans le sol sont absorbés par
les plantes de culture. Les végétaux ont besoin pour leur croissance et leur développement de
certains ions métalliques comme par exemple le cuivre, le zinc, le manganése, le fer ou le
cobalt qui entrent dans la composition de certaines enzymes ou servent de cofacteurs (Yang et
al., 2005). Ces éléments, nécessaires en faible quantité, s’avérent cependant toxiques voir el
étaux lorsqu’ils sont présents en forte concentration (Hansch et Mendel, 2009). De plus, tous
les ions métalliques ne sont pas indispensables aux plantes. En effet, des métaux comme le
cadmium, le nickel, le plomb ou le mercure ne jouent aucun rdle dans la croissance et le
développement des plantes. lls sont dits non essentiels et sont toxiques a I’état de traces
(Mendoza-Cézatl et Moreno-Sanchez, 2005). L’accumulation des ETM dans les sols géneére
donc des pertes de rendement conséquentes soit parce que les plantes cultivées se développent
moins bien, soit parce que les sols restent inoccupés car impropres a la culture.

Dans le domaine de la santé publique, les ETM absorbés par les végétaux entrent dans
la chaine alimentaire et entrainent un phénomene de bioconcentration a chaque passage dans le
maillon trophique supérieur (Gonzaleset al., 2008 ; McLean et al., 2009). Cette accumulation
d’ETM s’avere dangereuse pour la santé. Par exemple, une forte teneur en plomb ou en
mercure dans le corps humain affecte le systeme nerveux central, les cellules sanguines et les
reins. Le cadmium est également trés toxique, particulierement au niveau des reins, et se révele
vraisemblablement cancérigéne (De Burbure et al., 2006). A I’heure actuelle, les bases
moléculaires de ces perturbations sont encore mal connues, mais on admet généralement
qu’elles résultent d’un stress oxydatif, di a la production d’espéces réactives de 1’oxygene ou
(ROS). Les ROS alterent toute une série de substrats biologiques importants, avec comme
conséquence la modification des domaines fonctionnels des biomolécules : inhibition de
I’activité enzymatique, perturbation du métabolisme végétal (notamment la photosynthése et la
respiration), oxydation de protéines, altération des membranes cellulaires via I’induction de
phenomenes de peroxydation lipidique, apparition de cassures au sein de I’ADN, pouvant

conduire a la mort cellulaire (Dietz, 1999 ; Cheng, 2003).
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Il existe principalement des technologies de remédiation mécanique ou physico-
chimique, stabilisation/immobilisation et désorption thermique, utilisés pour I'élimination des
contaminants. Ces techniques sont généeralement codteuses et perturbent les mécanismes
biologiques du sol. Par conséquent, la technologie de phytoremédiation a recu une
considération croissante (Belluck, 2006 ; Marques, 2009). La phytoremédiation ou la
bioremédiation et une nouvelle technologie qui utilise les plantes vertes et /ou des
microorganismes associés pour le nettoyage d’un environnement pollué par les métaux lourds
et les métalloides (Pilon-Smits et Freeman, 2006). Quel que soit le procédé utilisé, celui-ci
nécessite I’utilisation de plantes ayant des caractéristiques particuliéres. Une des premieres
caractéristiques est la tolérance au polluant. La plupart des plantes tolérantes sont des «
excluders », c’est-a-dire qu’elles limitent au maximum le transfert des ETMs de la racine a la
feuille pour que la photosynthese ne soit pas perturbée (Verbruggen et al., 2009). La

phytoremédiation comprend plusieurs techniques (Figure 05).

La Phytostabilisation: il ne s’agit pas d’une méthode de dépollution a proprement
parler puisqu’il s’agit de 1’utilisation de plantes et des bactéries de leur rhizosphere pour
diminuer la mobilité des ETMs dans le sol et éviter leur dispersion par I’érosion. Les ETMs ne
vont pas étre éliminés mais, sous I’action des plantes, ils vont étre immobilisés. Cette technique
nécessite I’utilisation de plantes pour immobiliser les polluants dans les couches superficielles
du sol en évitant, en particulier, leur migration dans les eaux de surface ou souterraine ou leur
transfert sous forme particulaire dans I’atmospheére. Les plantes peuvent soit absorber et stocker
les ETMs au niveau de leur racine, soit les adsorber en surface (Vangronsveld et al., 2009).
Certains plantes immobilisent les contaminants par précipitation dans le sol par les exsudats
racinaires ou par accumulation dans les racines (Donascimento, 2006 ; Zheng, 2011).

La phytodécontamination : permet de réduire la teneur des contaminants présents dans
le milieu, elle regroupe plusieurs techniques selon le type d’action des plantes, la nature du
milieu contaminé a traiter et la nature des polluants (Buchanan, 2002).

La rhizofiltration (ou la phytofiltration) : utilisation des racines des plantes pour
absorber, concentrer et/ou précipiter les composés dangereux en particulier des métaux lourds
ou radionucleides (Prasad, 2003).

La phytodégradation : utilisation de [I’association plantes microorganismes pour
métaboliser les polluants organiques du sol (Jemel, 2002). Cette méthode concerne des
polluants facilement biodégradables tels que les composés organiques. La phytodégradation est
la capacité des plantes de transformer des polluants organiques en sous-produits peu ou pas

toxiques pour la plante (Rudolph, 2010).
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La Phytoextraction: elle est basée sur la capacité des plantes a prélever les métaux au
niveau de leurs racines et a transporter ces metaux des racines vers les feuilles ou ils vont étre
stockés, principalement au niveau des vacuoles (McGrath et Zao, 2003).

La phytostimulation (ou Rhizo-dégradation): les plantes sécrétent des exsudats
racinaires qui peuvent étre utilisés par les communautés microbiennes et promouvoir leur
développement et leurs activités. Cette stimulation microbienne dans la rhizosphére modifie la
bioaccumulation, oxydation/réduction biologique et biométhylation des métaux lourds
(McGrath, 1998 ; Tak, 2013 ; Ahemadand, 2014).

La phytovolatilisation : permet la transformation en produits volatiles puis le relargage
dans I’atmospheére d’éléments tels que le mercure ou le sélénium. Cette approche, encore au
stade expérimental, fait actuellement I’objet de recherches tres actives (Bizily, 1999). Il est
possible de transformer une plante pour lui faire exprimer une méthylase, qui permettra la
dispersion de la pollution par volatilisation (Michaille, 2014).

La phytoaccumulation: c’est le plus en plus étudiée car elle représente une alternative
moins colteuse et plus écologique que des extractions chimiques pour dépolluer les milieux
contaminés. En effet, les méthodes chimiques impliquent généralement I’extraction temporaire
des substrats contaminés (sol ou eaux) pour un traitement adapté en dehors du site alors que la
phytoaccumulation peut étre effectuée directement sur le milieu a dépolluer et la récolte
ultérieure des plantes engendre moins de dégats pour le milieu (Hall et Williams, 2003).

Phytoremediation Phytovolatilization

Figure 05: Les différents types de phytoremediation (Bichanan et al., 2002).
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2. Objectif de I’étude

Les céréales et leurs dérivées constituent I’alimentation de base dans beaucoup de pays
en développement, particulierement dans les pays maghrébins. En Algérie les céréales et leurs
dérivés constituent I'épine dorsale du systéme alimentaire algérien, les produits céréaliers (blé
dur, blé tendre, orge et avoine) occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et
dans I’économie nationale. La productivité et I'efficacité biologique des plantes sont limitées
par la présence d'éléments toxiques dans le sol, parmi ces métaux lourds, le plomb (Pb), le
cadmium (Cd), le zinc (Zn), le cuivre (Cu) et le chrome (Cr), ils proviennent également de
contaminations locales liées a des activités industrielles ou d’apports agricoles concentrés. La
contamination du sol par les métaux lourds figure parmi les contraintes que subit la
ceréaliculture. Ces métaux lourds ne peuvent pas étre biodégradés et donc persistent dans
I’environnement pendant de longues périodes. De plus ils sont continuellement rajoutés dans
les sols par diverses activités: en agriculture par I’application de boues d’épuration ou dans
I’industrie métallurgique. La circulation croissante des métaux toxiques a travers les sols, I'eau
et I'atmosphere, et leur passage inévitable dans la chaine alimentaire humaine, constituent un
probleme qui entraine des risques de santé pour les générations futures, et comme les
organismes peuvent ou non s’adapter, résister et donc répondre différemment a la présence de
ces contaminants surtout que, I’effet potentiel des métaux sur les organismes vivants peut étre a

I”état de traces.

Dans ce contexte, la base de notre étude est d’évaluer l'effet du plomb sur quatre
variétés des céréales (blé dur, blé tendre, orge et avoine), a traver leur caractéristiques
morphologiques et histologiques.
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1. Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Biologie Végétale,
Département des Etres Vivants, Université Larbi Tébessi (Tébessa), avec la collaboration
d’Office Algérien Interprofessionnel des Céréales (OAIC) de Tébessa qui ont mis a notre
disposition une collection diversifiée de céréales, de différentes origines. Les principales

caractéristiques de variéetés utilisées sont mentionnées dans le tableau 01.

Tableau 01 : Description des principales variétés de céréales étudiées (ITGC, 2018).

Espéce Variété Origine | Caractéristiques variétales

Blé dur (Triticum | Waha Syrie Caracteéristiques Agronomiques :
Rendement: Elevé

Caractéristiques technologiques:

Y PMG : Elevé

Y Qualité semouliére : Trés bonne

v Mitadinage : sensible

Y Teneur en protéines: 13,95%
Résistance aux maladies:

v Oidium feuilles: Résistante

Y Oidium Epi: Résistante

v Rouille brune: Trés sensible

v

durum)

Septoriose : Moyennement sensible

Blé tendre HIDHAB Mexique | Caractéristiques Agronomiques :
Rendement: Elevé

Caractéristiques technologiques:
aestivum) (HD)1220 Y Teneur en protéines: 11,50%
Caractéristiques alvéographiques:

Y Force boulangére W : Moyenne

Y Gonflement G: Moyen
Resistance aux maladies:

Y oidium feuille : Résistante

: Rouille brune: Moyennement sensible

Rouille jaune: sensible

v . .
Septoriose : Moyennement sensible

(Triticum ou
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Orge (Hordeum Rihane 03 | Syrie Caractéristiques Agronomiques :
Y Rendement: Elevé
Caractéristiques technologiques:
Y PMG: Elevé
v Teneur de protéines : 14,50%
Résistance aux maladies:
v Oidium feuille : Moyennement résistante
Y Oidium Epi: Résistante

vulgare)

Avoine Avon Australie | Caractéristiques Agronomiques :
Rendement: Elevé
Caractéristiques technologiques:
Y PMG: Elevé
Résistance aux maladies:
v Oidium feuilles: Résistante
v Rouille brune: Résistante

(Avenasativa)

Septoriose: Résistante

2. Protocole expérimental adopté

2.1. Condition de culture des graines

Les graines de céréales sont cultivées selon la méthode décrite par Kaur et Duffus
(1989). Dix graines sont d’abord choisies de fagon aléatoire, elles sont traitées a I’hypochlorite
de sodium (10%), puis rincées abondamment a 1’eau distillée pour lessiver les produits de
conservation ayant adhéré a la graine. Pour faciliter et homogénéiser leur germination, les
graines sont placées dans de I’eau distillée pendant une nuit. Les grains sont méticuleusement

choisis avant leur utilisation (pas de cassures, ni de signes apparents de maladies).

2.2. Essai de germination

La germination se fait a partir d’une expérience complétement aléatoire avec 3
répétitions (R1-R2-R3) et quatre traitements (C0-C1-C2-C3) de I’acétate de plomb Pb
(CHsCOO)2 3H20 avec les concentrations respectives de (0-0,15-0,30 et 0,60 g/l). En place les
graines sur les rondelles de papier filtre dans des boites de Pétri (Figure 06). L'érrosage des
graines se fait de facon réguliere 25 ml chaque 48h aux conditions de laboratoire pour ces
cultures (température et photopériodisme partiellement régulier entre le jour et nuit

(Mars/Auvril) en utilisant la lumiere artificielle (Néon).

Page | 12

Helmintbosporiose: Moyennement sensible




0.6g/1 0.3g/l 0.15¢/I 0g/l 0.6g/1 0.3g/1 0.15¢/I 0g/l

0.6g/ 0.3g/l 0.15¢/1 0g/l 0g/l 0.15¢/1 0.3g/1 0.69/1

Figure 06 : Dispositif expérimental

3. Méthodes et mesures effectuées

La mesure des parameétres morphologiques et I’étude histologiques, ont été réalisées a
48, 72, 96 et 120 heures de traitement.
3.1. Mesure des parametres morphologiques

Les parametres retenus pour évaluer les changements morphologiques et le
comportement de quelques plantules des céréales pendant I'exposition d’un stress métallique au
début de sa vie sont appréciés a travers les paramétres suivants :
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3.1.1. Hauteur de la partie aérienne (HPA)

La hauteur de la partie aérienne de chaque plante exprimée en cm, a été mesurée a la fin
de I’essai par la longueur du maitre-brin a partir du niveau inférieur de la tige a la pointe de la
plus longue des feuilles.

3.1.2. Nombre moyen des feuilles (NMF)

Le nombre de feuilles de chaque plant a été déterminé a partir de la deuxieme semaine
durant I’expérimentation.

3.1.3. Longueur moyenne de la premiére feuille (LMF)

Apres 14 jours de mise en culture, la longueur de la premiere feuille de chaque graine
de céréale germée est mesurée a I’aide d’un ruban métre. La longueur moyenne est calculée
pour chaque boite de pétri et pour chaque condition de traitement.

3.1.4. Nombre moyen des racines (NMR)

Le nombre moyen de racines pour chaque dose est déterminé aprés (0, 0.15, 0.3 et
0.6g/l) de traitement. Ce parametre est obtenu en comptabilisant le nombre total de racines pour
chaque traitement et en le divisant par le nombre total de grains (germés ou pas) (Harrieche,
2004).

3.1.5. Longueur moyenne des racines (LMR)

La longueur maximale des racines séminales a été déterminée comme étant la longueur
de la racine la plus longue, en moyenne de I’échantillon de dix plantules (Simmons et al.,
1995).

3.1.6. Indice de tolérance

Un indice dit de tolérance (Tolérance Index, TI) est calculé a partir de la longueur des
racines. Il permet de comparer la capacité des plantes a pousser dans un milieu de culture
contaminé, dans notre cas par le plomb, par rapport aux plantes poussant dans un milieu non
traité. La formule de cet indice est la suivante (Wilkins, 1957).

T1 (%) = (taille moyenne des racines des plantes traitées / taille moyenne des racines
des plantes témoins) x100.

3.2. Etude histologique de la racine de T.durum
3.1. Echantillonnage

Nous avons prélevé, au niveau des zones médianes des racines, des sections d’une
longueur de 1 a 2 cm. Aussitdt prélevés, les échantillons sont mis dans I’eau distillée afin

d’éviter leur desséchement.
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3.2. Réalisation des coupes anatomiques et coloration

Nous avons réalisé les coupes, au niveau de la structure primaire, selon la technique
manuelle, dite, & main levée. Puis nous avons procédé a la coloration des sujets, selon la
technique de double coloration (carmino-vert de Mirande) conformément aux étapes suivantes
(Zaffran, 1998) :

* A I’aide d’une lame de rasoir, nous avons découpé les sections d’organes étudiés, en
plusieurs tranches fines. Puis nous avons choisi parmi elles, les plus fines et
conformes.

» Les tranches obtenues sont mis dans un verre de montre, contenant de I’eau de javel

(détruire le contenu cellulaire et préserve les parois pecto-cellulosiques).

. . eéme e e,
» Ensuite, elles sont transférées ver un 2 verre de montre contenant de I’eau distillée
(élimination de I’eau de javel en exces).

. . éme . -
» Puis, elles sont mises dans un 3~ verre de montre dans de I’acide acétique (1%),
pendant 2 minutes, pour éliminer toute trace d’cau de javel et favoriser la coloration

(mordant cellulaire).

s . éme
» On procede a la coloration des coupes dans un 4~ verre de montre contenant du

rouge kongo (colore les tissus lignifiés morts en rouge) et carmin aluné (colore les
tissus vivant, et développe la couleur rouge avec la cellulose) en parts égales.

» Apreés coloration, les échantillons sont mis dans de I’alcool (70%) (remplace 1’eau
contenue dans les cellules et conserve ainsi les coupes obtenues).

3.3. Visualisation et photographie

Aprés avoir mis les échantillons entre lame et lamelle, dans une goutte de glycérine,
nous avons procédé a la visualisation sous microscope optique. Nous avons utilisé un appareil
photo de condor plume p 6 pro pour prendre des photographies des coupes histologiques en
méme temps.
4. Traitement de données et analyse statistique

Les données ont éte calculées sous forme d’une moyenne de 3 répétitions a I’aide du
tableur EXCEL 2007 et les graphiques également réalisés a I’aide du méme tableur. Les
données recueillies pour I’ensemble des caractéres étudiés ont été soumises a une analyse de la
variance avec le logiciel XLSTAT. L’analyse de la variance effectuée est a trois critéres de
classification appliquée dans la comparaison entre les différentes concentrations, les différents
temps et les variétés des céreales soumises a I’acétate du plomb. Les moyennes sont comparées
lorsque cela est nécessaire par le test Student-Newman-Keuls au seuil de probabilité de 5 %
(différences au moins significatives).
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I11. Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1. Impact du plomb sur les parametres morphologiques

a. Effet du plomb sur la hauteur de la partie aérienne (HPA)

Les résultats de I’étude statistique de base de la hauteur de la partie aérienne soumis
aux différentes concentrations a I’acétate du plomb par variétés, par temps et par doses des 4
céréales montrent une diminution de (HPA), pour toutes les concentrations, comparativement
au témoin (Figures 07, 08, 09 et 10). L’analyse de la variance (Tableau 02) montre qu’il y a
une différence trés hautement significative (P=0,000) observée dans I’effet de variétés, 1’effet
des doses, I’effet du temps et I’interaction entre variétés et doses, cela conduit a la conclusion

que les variétés ne réagissent pas de la méme facon en présence de Pb(CH3COO)a.

Tableau 02: Résultats de I’analyse de la variance a trois critéres de classification de (HPA)
appliqué dans la comparaison entre les différentes concentrations, les différents temps et les

variétés des céréales soumises a I’acétate du plomb.

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Variété(V) 3 177,849 59,283 34,531 <0,0001
Temps (T) 3 19,796 6,599 3,844 0,011
Dose (D) 3 2026,468 675,489 393,454 <0,0001
V*T 9 3,660 0,407 0,237 0,988
V*D 9 216,825 24,092 14,033 < 0,0001
T*D 9 5,381 0,598 0,348 0,957
V*T*D 27 7,768 0,288 0,168 1,000

Le test de classement des groupes homogenes de SNK (voir annexe) nous a réveélé pour le
paramétre etudié : la hauteur de la partie aérienne, I’existence deux groupes différents pour les
variétés : le groupe A qui comprend (le blé dur et I’avoine) et le groupe B qui comprend (le blé
tendre et I’orge), et quatre groupes de classement pour les concentrations : A (C3), B (C2), C
(C1), D (T) ; c'est-a-dire chaque concentration est différente de I’autre. Enfin, trois groupes de
classement pour les temps : A (48h), AB (72h), B (96h et 120h). Donc, les temps 96h et 120h

sont identiques entre eux et différents des autres temps.

Page | 16



. m0g/l
S | ] _0,15¢/I
2 foses

48h 72h 96 h 120 h

Temps

Figure 07 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la hauteur de la partie aérienne
de blé dur (mzs, n=3).
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Figure08 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la hauteur de la partie aérienne
de blé tendre (mts, n=3).
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Figure 09: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la hauteur de la partie aérienne

de I’orge (m+s, n=3).
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Figure 10 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la hauteur de la partie aérienne
de I’avoine (m#s, n=3).
b. Effet du plomb sur la longueur moyenne de la premiére feuille (LMF)

Dans les conditions de notre expérimentation, I’analyse des résultats obtenus (Tableau
3) démontre que la longueur moyenne de la premiere feuille est plus dépendante de la nature
génotypique (p=0.000) et elle est grandement influencée par le traitement appliqué (p=0,000).
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La (LMF) des quatre variétés des céréales diminue au fur et a mesure que la concentration du

plomb s’accentue (Figures 11, 12, 13 et 14).

L’interaction des deux facteurs d’étude (variété et dose) exerce également des variations

de grandeurs importantes sur cette caractéristique (p<0,05). Ceci indique que les variétés

testées réagissent de maniéres distinctes a la déclaration de stress métallique imposé.

Tableau 03: Résultats de I’analyse de la variance a trois critéres de classification de (LMF)

applique dans la comparaison entre les différentes concentrations, les différents temps et les

variétés des céréales soumises a I’acétate du plomb.

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Variété(V) 3 1830,932 610,311 84,790 <0,0001
Temps (T) 3 108,724 36,241 5,035 0,002
Dose (D) 3 2437,224 812,408 112,867 <0,0001
V*T 9 14,755 1,639 0,228 0,990
V*D 9 225,255 25,028 3,477 0,001
T*D 9 16,797 1,866 0,259 0,984
V*T*D 27 31,474 1,166 0,162 1,000

Le test de classement des groupes homogénes de SNK (voir annexe), a permis de classer

les variétés en trois groupes : A (I’avoine et 1’orge), B (le blé dur) et C (le blé tendre), donc les

variétés sont différentes I’une de 1’autre sauf 1’avoine et 1’orge qui sont identiques entre elles.

On classe aussi les concentrations en trois groupes : A (C3), B (C2),C(C1, T),laCletleT

sont identiques entre eux et différents des autres concentrations. Pour les temps, quatre groupes
ont été classé : A (48h), AB (72h), BC (96h) et C (120h), donc chaque temps est différents de

I”autre.

mog/l
{ m0,15 g/l
0,3 g/l
m0,6g/l

——
—
S

Longueurmoyenne de la premiére
feuille (cm)

48h 72h 96 h 120 h
Temps

Figure 11 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne de

la premiere feuille de blé dur (m+s, n=3).
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Figure 12: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne de
la premiere feuille de blé tendre (mzs, n=3).
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Figure 13 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne de
la premiere feuille de I’orge (m=s, n=3).
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Figure 14 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne de la
premiere feuille de I’avoine (m+s, n=3).

c. Effet du plomb sur le nombre moyen des feuilles (NMF)

L’analyse de la variance (Tableau 04) du nombre moyen des feuilles révele que
I’élaboration de ce paramétre est grandement influencée par les facteurs d’étude a savoir, la
nature génotypique, le temps et le traitement appliqué (p<0,05). Une interaction significative,
entre les deux facteurs d’études (variété et dose), est également observée (p<0,05) indiquant
que I’effet du plomb sur ce parameétre dépend de la variété.

L’analyse des résultats présentés dans les figures (15, 16, 17 et 18) montrent que le traitement
des plantes avec les concentrations 0,3 et 0,6g/l de Pb(CH3COO)2 provoque une baisse

significative du NMF comparativement au témoin.

Tableau 04: Résultats de I’analyse de la variance a trois critéres de classification du NMF
appliqué dans la comparaison entre les différentes concentrations, les différents temps et les

variétés des céréales soumises a I’acétate du plomb.

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Variété(V) 3 81,002 27,001 29,410 <0,0001
Temps (T) 3 14,748 4,916 5,355 0,002
Dose (D) 3 1214,163 404,721 440,836 <0,0001
V*T 9 0,443 0,049 0,054 1,000
V*D 9 114,162 12,685 13,817 <0,0001
T*D 9 3,487 0,387 0,422 0,921
V*T*D 27 2,008 0,074 0,081 1,000
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Le test de SNK a permis de mettre en évidence, deux groupes de classement pour les
variétés : A (le blé dur et I’avoine) et B (le blé tendre et I’orge), quatre groupes de classement
pour les concentrations : A (C3), B (C2), C (C1) et D (T), et enfin quatre groupes de classement
pour les temps : A (48h), AB (72h), BC (96h) et C (120h). Donc, chaque variété est différente
de P’autre, chaque concentration est différente de 1’autre et chaque temps est aussi différent de

I’autre (Voir annexe).
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Figure 15: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des

feuilles de blé dur (mzs, n=3).
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Figure 16 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des
feuilles de blé tendre (mzs, n=3).

Page | 22



pog/l
m0,15¢g/l
m 03¢/l

m0,6g/l

48h 72h 96 h 120 h
Temps

Figure 17: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des

feuilles de I’orge (m+s, n=3).
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Figure 18: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des feuilles

de I’avoine (m#+s, n=3).
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d. Effet du plomb sur le nombre moyen de racines (NMR)

Les résultats présentés dans les figures (19, 20, 21 et 22) montrent que le nombre
moyen des racines diminue remarquablement sous I’effet des différents traitements appliqués
avec une reduction nettement importante aux concentrations 0,3 et 0,69/l de Pb(CH3COO)z.

L’analyse de la variance (Tableau 05) montre qu’il y a une différence trés hautement
significative (P=0,000) observée dans I’effet de variétés, 1’effet des doses et I’interaction entre
variétes et doses, ce qui suppose que les réponses extériorisés par les différentes variétés sont

différent en présence de ce type du stress abiotique.

Tableau 05 : Résultats de I’analyse de la variance a trois criteres de classification du )NMR)
appliqué dans la comparaison entre les différentes concentrations, les différents temps et les

variétés des céréales soumises a I’acétate du plomb.

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Variété(V) 3 167,185 55,728 216,549 <0,0001
Temps (T) 3 1,197 0,399 1,551 0,205
Dose (D) 3 4425,687 1475,229 5732,442 <0,0001
V*T 9 0,180 0,020 0,078 1,000
V*D 9 442,583 49,176 191,088 < 0,0001
T*D 9 1,425 0,158 0,615 0,782
V*T*D 27 0,679 0,025 0,098 1,000

Le test de comparaison de moyenne fait ressortir trois groupes de classement pour les
variétés : A (Avoine), B (Blé dur), C (le blé tendre et I’orge) et trois groupes de classement
pour les concentrations : A (C3, C2), B (C1), C (T). Donc, les concentrations C3 et C2 sont
identiques entre elles et différentes des C1 et des T.

| mog/l

| [ [ T I m0,15 g/l

| 0,3 g/l

| m0,6g/l
48h 72h 96 h

120 h

O B N W b U1 OO N ©
L
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Figure 19: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des
racines de blé dur (mzs, n=3).
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Figure 20: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des

racines de blé tendre (mzs, n=3).
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Figure 21 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des

racines de I’orge (m=s, n=3).
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Figure 22 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur le nombre moyen des racines

de I’avoine (m#+s, n=3).

e. Effet du plomb sur la longueur moyenne des racines (LMR)

L’étude des résultats (Figures 23, 24, 25 et 26) indique une diminution de base de
la longueur moyenne de racines pour toutes les concentrations, comparativement au témoin.
Les résultats de I’analyse de la variance a trois criteres de classifications (Tableau 06),
montrent qu’il existe des différences trés hautement significatives (p= 0,000) entre les variétés,
entre les concentrations et entre temps. Aussi, on enregistre des différences trés hautement

significatives (p=0,000) de I’interaction (variétés x concentrations).

Tableau 06 : Résultats de I’analyse de la variance a trois criteres de classification du (LMR)
appliqué dans la comparaison entre les différentes concentrations, les différents temps et les

variétés des céréales soumises a I’acétate du plomb.

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Variété(V) 3 82,120 27,373 56,337 <0,0001
Temps (T) 3 27,952 9,317 19,176 <0,0001
Dose (D) 3 835,819 278,606 573,399 <0,0001
V*T 9 4,306 0,478 0,985 0,456
V*D 9 82,998 9,222 18,980 <0,0001
T*D 9 6,394 0,710 1,462 0,169
V*T*D 27 7,561 0,280 0,576 0,951
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Le test de SNK a permis de classer les groupes homogenes comme suit :

Trois groupe de variétés ont éte enregistré : A (Avoine), B (Blé dur), C (le blé tendre et I’orge),

ces deux derniéres variétés sont identiques, et quatre groupes de classement pour les
concentrations : A (C3), B (C2), C (C1) et D (T). C'est-a-dire chagque concentration est
différente de I’autre.

Tandis que, pour le facteur temps, il a été classé en quatre groupes : A (48h), B (72h), C (96h)

et D (120h), donc chaque temps est différent de I’autre.
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Figure 23 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne

des racines de blé dur (mzs, n=3).
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Figure 24: Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne

des racines de blé tendre (mzs, n=3).
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Figure 25 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne des de

racines de I’orge (mzs, n=3).
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Figure 26 : Effet de trois concentrations d’acétate du plomb sur la longueur moyenne des de
racines de I’avoine (m=£s, n=3).
f. Indice de tolérance

L’indice de tolérance permet de mieux rendre compte [’action du toxique sur la
croissance des racines des quatre céréales pour les différentes concentrations d’acétate du
plomb.
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Les résultats illustrée sur la figure 27 montrent que les indices de tolérance des deux
variétés de I’avoine et de I’orge, se développant sur les milieux contenant 0, 15 g I'1 de Pb,
atteignent des valeurs moyennes les plus élevées, mais ils diminuent fortement pour les
concentrations supérieures a 0, 15 g I_1 de Pb.

L’allongement des racines en milieu toxique par rapport a celui des racines en milieu
normal permet de remarquer que les racines des deux variétés de blé tendre et de blé dur
diminue avec les concentrations du milieu en toxique et qu’elle n’est tolérante qu’a la

concentration de 0, 15 g | ~ de Pb. Il semblerait que les deux variétés de I’avoine et de I’orge

soient plus tolérantes a la présence de plomb dans le milieu que les deux variétés de blé tendre
et de blé dur. Ceci pourrait étre probablement expliqué par le fait que ces espéces accumulent
beaucoup plus de Pb dans ses racines. Ceci est probablement accentué en milieu expérimentale,
ce qui provoque une plus grande intoxication des cellules racinaires et donc I’arrét de leur

croissance.
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Figure 27 : L’indice de tolérance des 4 variétés des céréales aux différentes concentrations
de Pb(CH3COO)2, apres 48h ,72h, 96h et 120h de traitement.
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1.2. Impact du plomb sur I’anatomie de la racine de T.durum

L'observation microscopique des coupes histologique des racines de blé dur (Figure 28)
nous a permis de voir la structure primaire de la racine de monocotylédone chez le témoin de
cette variété.
L’assise pilifere (rhinoderme), est le tissu superficiel primaire des racines équivalent de
I'épiderme des parties aériennes d'une plante. A la différence de I'épiderme, il est dépourvu de
cuticule et de stomates. Dans la toute jeune racine, de nombreuses cellules de rhinoderme
forment des poile absorbante spécialisé dans la collecte de I'eau et des sels minéraux qui
représente dans le milieu de culture (sol).
Nous avons trouve que la plus grande partie de la structure primaire de la racine est
généralement occupée par le cylindre cortical (cortex). Le cortex contient de nombreux espaces
intercellulaires contrairement a son assise interne (I’Endoderme). Ce dernier est composé de
cellules disposées de fagon compacte et forme la limite interne du cylindre corticale.
Au centre de la racine, on observe un autre cylindre, c'est le cylindre central ou bien le stéle, il
comprend les tissus conducteurs primaire entouré par le péricycle, le xyléeme primaire occupe
normalement le centre de cylindre conducteur et forme des lames vasculaires rayonnantes
alternante avec des cordons des phloeme primaire. Les racines latérales proviennent du

péricycle et se frayent un chemin vers I'extérieur a travers le cortex (Raven, 2009).

I Temoin |
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Phloéme

Assise piliféere

Stele
Parenchyme corticale

Parenchyme médullaire
Métaxyleme a gros vaisseau

endoderme
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Figure 28 :Coupe histologique transversale de la racine de T.durum non traité.
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L'observation microscopique des coupes histologique transversale des racines de T.
durum traitées (Figures 29, 30 et 31), nous a permis de constater la méme structure primaire
que celle de témoin avec la présence de quelques modifications et de changements au niveau de
la taille et des différentes parties tel que la diminution du nombre des vaisseaux conducteurs, le
phloéme et le xyleme chez les racines traitées comparativement aux témoin. On observe aussi
des modifications au niveau de parenchyme corticale tél que I'éclatement des cellules de ce
dernier.

Le diameétre de la racine traitée a augmenté par rapport au témoin. Malgré cette augmentation,
on observe un élargissement des différentes parties de la racine c'est a dire le cortex,

parenchyme corticale, et un rétrécissement de la stele comparativement au témoin.

Diminution du
nombre des
vaisseaux des
méta xyléme

0.15g/I

Témoin

Figure 29 : Comparaison des coupes histologiques transversales des racines de T.durum
témoin et traité avec [0.15¢/1] de Pb(CH3COO)a.
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Figure 30 : Comparaison des coupes histologiques transversales des racines de T.durum
témoin et traité avec [0.3g/l] de Pb(CH3COO)2.
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Figure 31 : Comparaison des coupes histologiques transversales des racines de T.durum
témoin et traité avec [0.6g/l] de Pb(CH3COO)2.

2. Discussion

L'exposition des plantes aux métaux lourds peut entrainer de nombreux troubles
morphologiques et histologiques. L'inhibition de la croissance des plantes peut étre considérée
comme une réponse générale associée a la toxicité des métaux lourds (Kopyra et al., 2006). Le
plomb n’est jamais considéré comme un élément essentiel a la croissance des plantes, mais il
peut les stimulés (Dou, 1988). En effet, L’augmentation du taux des métaux non essentiels dans
les plantes exerce une toxicité (Prasad, 1999), affectant plusieurs étapes de développement, de
la germination a la formation des feuilles. D’une maniére générale, la plupart des métaux
peuvent inhiber la germination et la croissance racinaire lors des premiers stades de
développement (Dazy, 2008). Le Pb engendre également, des lésions nécrotiques et la
sénescence des feuilles (Patraet al., 2004) et diminue la croissance de blé tendre (Zembala et
al., 2009).

Dans le cadre de ce travail nous avons étudié les réponses de quatre céréales (blé dur,
blé tendre, orge et avoine) aux effets induites par le plomb Pb(CH3COO)2. Pour cela, nous
avons evalué différents parametres morphologiques et histologiques au niveau racinaire et
foliaire. Les quatre variétés des céréales réagies différemment au plomb au fur et a mesure que
la dose s’accentue comparativement au témoin. Les résultats obtenus montrent qu'il y avait une
sensibilité a toutes les variétés, en particulier a la plus forte concentration de 0,60 g / I. Nos

résultats montrent également que le plomb a reduit I'élongation et le nombre des racines a celle
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des feuilles chez les quatre céréales étudiees notamment au niveau des traitements par les
concentrations 0,3 et 0,60 g/l du Pb (CH3COOQ)2. Dans certaines recherches, cette variation est
notée méme entre les especes. En effet, la toxicité du plomb dépend fortement des interactions
de cet élément métallique avec les espéces végétales considérées et egalement du mode de
culture et des facteurs environnementaux. Dans notre travail la concentration 0.6g/l est une
concentration de diminution de la croissance des variétés étudiées. D’autres travaux, ont montré
que pour des concentrations extractibles dans un sol atteignant 800 mg. Kg-1 de sol, la
croissance du Ray Grass n’était pas affectée (Rooney et al., 1999). Par contre, Paivoke
(2002), quant a lui a montré que la toxicité du plomb vis-a-vis du pois dépendait fortement de
I’age de la plante en plus de la concentration en plomb dans le sol. Il existe des variations inter-
et intra spécifiques des germinations des graines soumises a un stress métallique. Fodor et al.,
(1996) ont également mis en évidence la toxicité de 10uM de plomb en solution sur la
croissance et de développement du concombre et du haricot.

Les plantes peuvent absorber du plomb a partir des racines, mais également a partir des
organes aériens, ou bien par l'intermédiaire des deux. Les quantités des métal absorbées par les
racines dépendant de la concentration et de la solubilité du métal dans la solution de sol, mais
également de ses capacités de migration du sol vers la surface des racines (Patra et al., 2004 ;
Zheng et al., 2011).

Bien qu'elle ait été peu étudiee par apport a I'absorption racinaire, I'assimilation du
plomb par les feuilles peut représenter une part importante dans le taux de contamination de la
plante. Le plomb peut étre apporté sur les feuilles par des retombés atmosphériques (Hovmand
et al., 2009), mais également dans les champs par des apports en engrais et pesticides (plomb
sou forme d'impuretés). La majorité de ce plomb lessivé, mais une partie va se lier aux lipides
epicuticulaires et étre absorbée par les feuilles. La capacité des plantes a absorber le plomb
disponible via leurs feuilles dépend a la fois de I'age de celles-ci, mais également de leurs
morphologie. Dans le cas de "légume feuilles", comme I'épinard ou les céréales (blé) exposé a
de fortes retombés atmosphériques. La quantité de métal absorbée par les parties aériennes peut
atteindre jusqu'a 95% de la quantité totale absorbée (Dalenberg et VVan Driel, 1999).

L'absorption racinaire a fait lI'objet de nombreuses recherches sur diverses especes
végétales. De ce fait, ces études ont portés essentiellement sur les céréales, comme l'orge et le
blé (Tanton et crowdy, 1991 ; Souahi et al., 2017), le mais (Tung et Temple, 1996), ou les
legumes, comme la laitue (Glater et Hernandez, 1972), le radis (L'ane et Martin, 1977) et
I'oignon (Wlerzbicka, 1987). Ces travaux ont révélé que le plomb, aprés s'étre fixé au
rhizoderme, pénétrait dans le systeme racinaire de facon passive et suivait le systeme de

conduction de I'eau (Seregin et al., 2004). Les tissus jeunes, et en particulier la zone apicale (en
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dehors de la coiffe) ou les cellules possédent des parois encore fines, sont les zones absorbant le
plus de plomb (Wierzbicka, 1987 ; Tung et, 1996 ; Seregin, 2004).

Une fois pénétrée dans le systéme racinaire, une trés grande partie du plomb s'accumule
dans les racines, bien qu'il existe quelques espéces sont capable de transférer de grande
quantités de ce métal vers les parties aériennes, la racine agit comme une barriéere tres efficace
contre les mouvements du plomb a I'intérieur de la plante (Huang et al., 1997). Ce phénomene
de barriére n'est pas commun a tous les métaux lourds, et son intensité est tres spécifique au
plomb. Bien qu’il existe quelques especes capables de transférer de grandes quantités de ce
métal vers les parties aériennes, la racine agit comme une barriére tres efficace contre les
mouvements du plomb a I’intérieur de la plante. Ce phénomene de barriére n’est pas commun a
tous les ETM, et son intensité est tres spécifique au plomb (Huang, 1997). A des doses létales,
le plomb pénétre dans tous les tissus racinaires, et les membranes plasmiques ne semblent plus
jouer leur réle de barriere physique (Seregin, 2004). A ces concentrations, le plomb induit une
désorganisation de ces dernieres. Il peut alors pénétrer massivement dans le cytoplasme, le
noyau et les différents organites, y compris ceux possédant des doubles membranes, comme les
mitochondries (Malecka, 2008).

Concernant la voie principale d’absorption des métaux se fait par simple diffusion au
travers de I’apoplasme du cortex racinaire. Les éléments métalliques migrent alors plus ou
moins passivement (dans le sens des gradients électrochimiques) au travers des parois
cellulaires par les pores du multi réseau pariétal constitué classiquement de microfibrilles de
cellulose, hémicelluloses, pectines et glycoprotéines associées (Bargagli, 1998).

Le transport apoplasmique est possible jusqu’a 1’endoderme représenté par une
rangée de cellules dont la paroi est subeérifiée, c’est-a-dire recouverte d’une substance lipidique
imperméable. A ce niveau, le transfert des ETM vers les autres organes de la plante nécessite
leur transport actif a I’intérieur des cellules racinaires pour qu’ils soient ensuite dirigés vers les
vaisseaux conducteurs de séve brute (xyléme) puis distribués dans les différentes parties
aeriennes de la plante. Cette voie n’est cependant pas a négliger puisqu’elle peut étre
prépondérante pour certains cations métalliques qui entrent difficilement & I’intérieur des
cellules ou qui se lient fortement a des composés de la paroi (Sharma et Dubey, 2005). Une
partie des ions peut étre adsorbée par les charges négatives des polymeéres pariétaux, en
particulier les acides polygalacturoniques des pectines qui peuvent agir comme des échangeurs
d’ions (Ernst, 1992 ; Hall, 2002).

La voie symplasmique suggere que les ETM traversent la paroi puis la membrane
plasmique des cellules de I’endoderme pour ensuite se déplacer de cellules en cellules par

I’intermédiaire des plasmodesmes. Dans ce cas, il s’agit d’une réelle absorption des éléments
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traces par la cellule végétale qui nécessite I’intervention de canaux ou transporteurs
membranaires (Barber, 1995). Cependant, la toxicité engendrée par une concentration
extracellulaire élevée en ETM pourrait entrainer une perturbation de la permeabilité selective
des membranes cellulaires et ainsi favoriser I’entrée des ions a I’intérieur des cellules (Seregin,
2004).

Apres I'absorption par les racines, la translocation correspond au transfert des éléments
traces métalliques vers les parties aériennes. Elle peut varier considérablement en fonction du
métal, mais egalement de I'espéce végétale (Briat et Lebrun, 1999). Pour étre conduit vers les
parties aériennes, les éléments prélevés dans le sol par les racines doivent étre transportés dans
le cortex puis déversés dans les vaisseaux du xyléme (par circulation de la séve brute). Ce flux
d'ions métallique dans le xyleme nécessite leur chélation a des acides organiques (tels que le
citrate) ou a des acides aminés (comme I'histidine).

En hydroponie, le plomb étant connu toxique a de plus faible concentration, MalkowskKi
et al (2002) ont montré que la croissance du mais était inhibée par la présence de 10 uM DE
plomb dans la solution de culture. D’autre étude réalisée par Kopittke et al (2007) sur la
corneille (une plante de la famille des Fabaceae, proche du haricot) a montré que les racines
sont plus sensibles que les parties aériennes a I’exposition au plomb.

Donc, d’une maniére globale, le plomb affecte la croissance et la morphogénése des
plantes, en perturbant de trés nombreux mécanismes physiologiques, en entrainant la formation
des plantes de tailles réduite, en diminuant la croissance des racines et des parties aériennes
(AKinci et al., 2010 ; Zheng et al., 2011), en réduisant la taille des racines primaires et le
nombre de racine secondaires. L’inhibition de la division et de 1’élongation cellulaire sont les
phénomeénes les plus souvent reportés pour expliquer ces effets du plomb sur les racines
(Kopittke et al., 2007 ; Ghani et al., 2010).

Liu et al., (2003) ont démontré que la sensibilité ou la tolérance des plantes au plomb
était cultivar-dépendante. En effet, leurs travaux réalisés sur différents cultivars de riz mettent
en evidence des retards de croissance et de développement provoqués par 800 mg. Kg-1, mais
uniquement pour certains cultivars, d’autres n’y étant pas sensibles.

Le plomb peut se fixer, en grandes quantités, sur les composants des parois ou des
membranes. Cette fixation conduit notamment a une minéralisation de la paroi (Wierzbicka,
1998). Ce phénomeéne de minéralisation, défini comme un dép6t d'éléments minéraux au niveau
de la paroi (Nultschetal., 1998), est surtout connu dans le cas de la calcification (dépét de
carbonate ou d’oxalate de calcium) et la silicification (dépot d'oxydes de silice). La

minéralisation pariétale entraine un changement dans les propriétés physiques et chimiques de
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la paroi, et en particulier dans sa plasticité. Cette diminution de plasticité affecte de nombreux
mécanismes cellulaires comme la division ou I’élongation.

Le plomb ne perturbe pas seulement les enveloppes externes en se liant a elles, il va
également désorganiser les réseaux de microtubules, méme a de faibles doses (Wierzbicka,
1998 ; Eunet al., 2000). Cette désorganisation a un impact tres important, puisque les
microtubules jouent un rdéle majeur dans de nombreux processus tels la mitose et la
morphogenése, déterminant la polarité de croissance et la forme des cellules. La conséquence
de cette interaction entre le plomb et les microtubules est I’apparition de formes cellulaires
anormales et d’inégalités dans les épaisseurs de la paroi (Wierzbicka, 1998). De plus, il est
intéressant de noter que cet effet sur les microtubules est caractéristique du plomb, et ne
S’observe pas avec d’autres métaux comme le cuivre ou I’aluminium qui, pourtant, inhibent la
croissance (Eunet al., 2000).

Les membranes lipidiques subissent également des effets néfastes par le plomb. Bien
que les mécanismes d’action ne soient pas connus, le plomb induit de fortes modifications dans
les compositions lipidiques des différentes membranes cellulaires (Stefanov et al., 1992, 1993,
1995b, 1995c ).. Par ailleurs, le plomb induit indirectement, via la production d’ERO, une
peroxydation lipidique (Pang et al., 2002 ; Reddyat al., 2005). Ces modifications des lipides
membranaires conduisent a I’apparition de structures cellulaires anormales, avec notamment
des altérations au niveau de la membrane cellulaire, comme les mitochondries, les peroxysomes
(Malecka et al., 2008) ou les chloroplastes (Weryszko-Chmielewska et Chwill, 2005 ; Islam
et al., 2007). De fortes concentrations conduisent a la rupture de ces membranes, ce qui a
terme, induit une mort cellulaire.

Par ailleurs, La toxicité du plomb dépend de sa concentration dans le milieu, des
prospérités du sol, et enfin de I'espece végétale concernée. Les plantes mettent en place diverses
barriére physiques pour se protége. Tout d'abord le mucilage secrété au niveau de la coiffe, qui
a la capacité de lier le plomb et donc de géner son adsorption aux parois cellulaires (Sharma et
Dubey, 2005).

Les changements structurels, induisant des changements dans les cellules et les tissus,
ce qui peut modifier le comportement de la croissance de la plante a différents niveaux
d'organisation. Ces altérations portent sur les racines, les tiges et les feuilles des plantes stressés
comparativement aux témoin (Reinoso et al., 2005).

Conformément aux travaux (Yilmaz et Dane, 2013 ; Souahi, 2016), qui ont mis en
évidence des changements marquants dans I’anatomie des racines, de Triticum, nos images
microscopiques, mettent aussi en évidence des changements visibles, dans I’anatomie racinaire

de Triticum durum, face au métal « le plomb ».
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De nombreuses études, ont démontré que I’épaississement de la paroi, se présente
comme un mécanisme de résistance dans des conditions de stress, causé par l'interaction avec
des produits chimiques a des doses plus élevées (Aktac et al., 2007). Un élargissement du
cortex est ont enregistré chez les quatre variétés, lors de le traitement, avec un éclatement des
cellules de parenchyme corticale. Cela peut étre di a la peroxydation lipidique des membranes
plastiques sous stress oxydatif, induit par l'acétate de plomb, ce qui cause I'extravasation du

contenu cellulaire au milieu, qui entoure le tissu endommageé (Kruse et al., 2006).

Page | 37



Conclusion générale

Le plomb fait partie des métaux lourds. Il a un caractere ubiquitaire dans
I’environnement et il passe de I’air, a I’eau et au sol (ou sédiments). Les teneurs en plomb dans
les plantes sont limitées et généralement les racines présentent des concentrations plus élevees
compareées aux tiges et aux feuilles. Un des objectifs de ce travail a été donc d’étudier les effets
de I’acétate de plomb sur quatre variétés des céréales trés consommées en Algérie: blé tendre,
blé dur, l'orge et l’avoine a travers quelques parametres morphologiques et ne étude
histologiques. L’effet le plus visible des métaux lourds est une inhibition de croissance. Ainsi
d'aprés nos résultats, les stress causés par le plomb, engendre des désordres dans la croissance
des plantes des quatre céréales étudiées. Les plantes contaminées par le Pb présentent un
ralentissement de leur développement et une inhibition de la croissance des racines et des
parties aériennes. Le ralentissement de la croissance racinaire par le Pb, et les métaux lourds en
général peut résulter d’une inhibition de la division cellulaire et de 1’¢longation des cellules. Le
systeme racinaire semble étre plus affecté par le stress métallique. Ceci pourrait étre expliqué
par l'accumulation et la répartition du métal au sein de la plante. Les racines semblent jouer le
réle d'organe piege pour le plomb afin de limiter ces effets destructeurs dans les feuilles.

Enfin, les résultats obtenus a I’issue de ce travail, montre que: le plomb a exercé un effet
négatif sur tous les paramétres morphologiques et sur I’anatomie racinaire de T. durum, et que
les concentrations 0,3 et 0,6g/l sont les plus nocifs. Signalons par ailleurs, que la variété

d’avoine est la plus résistante au stress métallique par rapport les autres variétés étudiées.
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Annexe

concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée
4 (Avoine) 4,081 A
1 (BIé dur) 4,285 A
3 (orge) 5,937 B
2 (Blé 6,243 B
tendre)

concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée

0 (48h) 4,674 A

1(72h) 5,005 A B

2 (96h) 5,380 B

3(120h) 5,486 B

Modalité Moyenne Groupes
estimée
4 (0,6 g/l) 1,504 A
3 (0,3 g/l 2,571 B
2 (0,15 g/l) 6,965 C
1(0g/ 9,506

Tableau 01:Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « variété » pour le
parametre « hauteur de la partie aérienne » obtenus pour chacune des quatre

Tableau 02: Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « temps » pour le
parameétre « hauteur de la partie aérienne » obtenus pour chacune des quatre

Tableau 03: Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « dose » pour le
parametre « hauteur de la partie aérienne ».
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Tableau 04: Test SNK de la comparaison des moyennes de I’interaction « variété x dose»
pour le paramétre « hauteur de la partie aérienne » obtenus pour chacune des quatre
concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée

4*4 0,505 A

1*4 1,093 A B

3*4 1,105 A B

3*3 1,661 A B

4*3 2,137 B C

1*3 3,198 C

2*3 3,289 C

2*4 3,311 C

4*2 4,965

1*2 6,263 E

1*1 6,585 E

2*2 8,012

3*2 8,621

4*1 8,718

2*1 10,360 G

3*1 12,363

Tableau 05 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « variété » pour le
paramétre « la longueur moyenne de la premiere feuille » obtenus pour chacune des quatre
concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne estimée Groupes
4 6,292 A
3 6,458 A
1 10,563 B
2 13,708
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quatre concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne estimée Groupes
0 8,229] A
1 8,938 A B
2 9,604 B
3 10,250

Modalité

Moyenne
estimée

Groupes

4,229

7,562

12,417

O

e I NI R

12,813

O

Tableau 06 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « temps » pour le
paramétre « la longueur moyenne de la premiere feuille » obtenus pour chacune des

Tableau 07 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « doses » pour le
paramétre « la longueur moyenne de la premiére feuille ».

Tableau 08 : Test SNK de la comparaison des moyennes de I’interaction « variété x dose»
pour le paramétre « la longueur moyenne de la premiére feuille » obtenus pour chacune

des quatre concentrations de I’acetate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée

4%4 1833 A

3*4 2,000 A

3*3 3,250 A B

1*%4 3,333 A B

4*3 5,250 B

4*2 8,333 C

4*1 9,750 C

3*1 9,750 C

2*4 9,750 C

1*3 10,833 C

3*2 10,833 C

2*3 10,917 C

1*1 13,750 D

1*2 14,333 D

2*2 16,167 D

2*1 18,000
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Tableau 09 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « variété » pour le
paramétre « le nombre moyenne des feuilles » obtenus pour chacune des quatre
concentrations de I’acétate du plomb.

Modalite

Moyenne
estimée

Groupes

2,959

A

3,167

A

4,248

o9)

N W= D

4,444

Tableau 10 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « temps » pour le
parametre « le nombre moyenne des feuilles » obtenus pour chacune des quatre
concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée
0 3,329
1 3,572 B
2 3,858 B C
3 4,059 C

Tableau 11 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « doses » pour le
parametre « le nombre moyenne de la premiére feuille ».

Modalité Moyenne

estimée
0,907 A
1,765 B
4,955 C

7,190 D

Groupes

Pl w| &

Page | 53



Tableau 12 : Test SNK de la comparaison des moyennes de I’interaction « variété x dose»
pour le paramétre « le nombre moyen des feuilles » obtenus pour chacune des quatre

concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée

4*4 0,334 A

1*4 0,728] A B

3*4 0,743] A B

3*3 1,093 A B C

4*3 1,479 B C D

2*4 1,825 C D

2*3 2,150 D

1*3 2,339 D

4*2 3,413 E

1*2 4,598

1*1 5,002

2*2 5,840

3*2 5,968

4*1 6,608

2*1 7,963 H

3*1 9,187

Tableau 13 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « variété » pour le
parameétre « le nombre moyenne des racines » obtenus pour chacune des quatre

concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité

Moyenne
estimée

Groupes

2,072

2,289

4,021

Wl N P B

4,060

@]

Tableau 14 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « dose » pour le
parametre « le nombre moyenne des racines ».

Modalité

Moyenne
estimée

Groupes

0,088

0,124

0,819

e I KNI R

11,411
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Tableau 15 : Test SNK de la comparaison des moyennes de I’interaction « variété x dose»
Pour le parameétre « le nombre moyen des racines » obtenus pour chacune des quatre

concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée

1*4 0,045 A

2*3 0,078 A

2*4 0,082 A

4*4 0,085 A

3*3 0,092] A

1*3 0,098 A

3*4 0,141 A

4*3 0,226 A B

1*2 0,518 A B

4*2 0,692 A B

2*2 0,751 B

3*2 1,313

4*1 7,286 D

1*1 8,493 E

3*1 14,693

2*1 15,171 G

Tableau 16 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur «

Modalité

Moyenne
estimée

Groupes

2,608

3,840

4,123

O

N Wl | &>

4,267

O

variété »pour le paramétre « la longueur moyenne des racines » obtenus
pour chacune des quatre concentrations de I’acétate du plomb.

Tableau 17 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « temps »pour le
parametre « la longueur moyenne des racines » obtenus pour chacune des quatre

concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité

Moyenne
estimée

Groupes

3,196 A

3,538

3,888

Wl NP O

4,217
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Tableau 18 : Test SNK de la comparaison des moyennes du facteur « dose
»pour le parameétre « la longueur moyenne des racines ».

Modalité Moyenne Groupes
estimée
1,335 A
2,077 B
4,975 C
6,450 D

[l AN O] IE 0

Tableau 19 : Test SNK de la comparaison des moyennes de I’interaction « variété x dose»
pour le parameétre « la longueur moyenne de racine » obtenus pour chacune des quatre
concentrations de I’acétate du plomb.

Modalité Moyenne Groupes
estimée
1*4 0,933 A
4*4 0,992 A
3*3 1,408 A B
3*4 1,433 A B
4*3 1,842 B
2*4 1,983 B
2*3 2,133 B
1*3 2,925 C
4*2 3,167 C
4%1 4,433 D
1*2 5,442 E
3*2 5,600 E
2*2 5,692 E
1*1 6,058 E
2*1 7,258 F
3*1 8,050 G

Page | 56




