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Introduction

D’aprés les estimations, 80 pour cent de la population mondiale dépend
principalement de la médecine traditionnelle pour le traitement des maux (Cunningham,
1993). La dépendance vis-a-vis de remedes dérivés de plantes indigeénes est particulierement
marquée dans les pays en développement, ou la médecine occidentale souvent est absente ou
simplement trop coliteuse.

La multiplication par graines est une méthode importante car elle permet la diversité
génétique des especes qui doivent étre maintenue. Chez les plantes médicinales, la graine
assure la reproduction, c’est le plus souvent un organe de résistance capable d’attendre tres
longtemps.

La production végétale et I’établissement de bonnes cultures agricoles dépendent
étroitement de la germination des semences qui est une étape cruciale dans le cycle de vie des
végétaux supérieurs (Cheng et al., 1999). Or, la germination peut étre hétérogéne vu que les
semences ne germent pas toutes de la méme maniére ni en méme temps.

Du point de vue physiologique, Evenari (1957) définit la germination comme étant «
un processus dont les limites sont le début de I’hydratation de la semence et le tout début de la
croissance de la radicule. ». Considérant I'importance de plantes médicinales, il est primordial
de développer des techniques permettant d'améliorer la germination des graines.
L'augmentation de la performance germinative de graines des plantes médicinales permettrait
a définir leur faculté germinative ainsi qu’un traitement pertinent pouvant étre utilisé pour
faciliter la germination des graines pendant la culture in vitro, tout en assurant une utilisation
optimale des lots de graines disponibles. Les prétraitements sont des techniques de levée de
dormance qui se fait naturellement ou artificiellement.

Compte tenu de I’importance de la phase germinative des semences dans le
déroulement des stades ultérieurs du développement de toute espéce végétale, il s'avere
indispensable d'étudier le comportement germinatif de ces especes en phase germinative.

L’objectif dans ce contexte est la perspective d’avoir in vitro, les réponses face aux
traitements préliminaires de graines de quatorze espéces de plantes médicinales : Nigella
sativa, Lupinus mutabilis , Ricinus communis, Glycine max, Peganum harmala, Lepidium
sativum, Hyosyamus muticus, Petroselinum crispum, Anacyclus valentinus, Ajuga iva, Salvia
hispanica, Sesamum indicum, Eruca sativa et Portulaca oleracea, en vue de définir les
prétraitements adéquates pour les espeéces étudides et de réduire le temps de latence,

d'optimiser le pourcentage et la vitesse de germination des graines.
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Introduction

D’aprés les estimations, 80 pour cent de la population mondiale dépend
principalement de la médecine traditionnelle pour le traitement des maux (Cunningham,
1993). La dépendance vis-a-vis de remedes dérivés de plantes indigeénes est particulierement
marquée dans les pays en développement, ou la médecine occidentale souvent est absente ou
simplement trop coliteuse.

La multiplication par graines est une méthode importante car elle permet la diversité
génétique des especes qui doivent étre maintenue. Chez les plantes médicinales, la graine
assure la reproduction, c’est le plus souvent un organe de résistance capable d’attendre tres
longtemps.

La production végétale et I’établissement de bonnes cultures agricoles dépendent
étroitement de la germination des semences qui est une étape cruciale dans le cycle de vie des
végétaux supérieurs (Cheng et al., 1999). Or, la germination peut étre hétérogéne vu que les
semences ne germent pas toutes de la méme maniére ni en méme temps.

Du point de vue physiologique, Evenari (1957) définit la germination comme étant «
un processus dont les limites sont le début de I’hydratation de la semence et le tout début de la
croissance de la radicule. ». Considérant I'importance de plantes médicinales, il est primordial
de développer des techniques permettant d'améliorer la germination des graines.
L'augmentation de la performance germinative de graines des plantes médicinales permettrait
a définir leur faculté germinative ainsi qu’un traitement pertinent pouvant étre utilisé pour
faciliter la germination des graines pendant la culture in vitro, tout en assurant une utilisation
optimale des lots de graines disponibles. Les prétraitements sont des techniques de levée de
dormance qui se fait naturellement ou artificiellement.

Compte tenu de I’importance de la phase germinative des semences dans le
déroulement des stades ultérieurs du développement de toute espéce végétale, il s'avere
indispensable d'étudier le comportement germinatif de ces especes en phase germinative.

L’objectif dans ce contexte est la perspective d’avoir in vitro, les réponses face aux
traitements préliminaires de graines de quatorze espéces de plantes médicinales : Nigella
sativa, Lupinus mutabilis , Ricinus communis, Glycine max, Peganum harmala, Lepidium
sativum, Hyosyamus muticus, Petroselinum crispum, Anacyclus valentinus, Ajuga iva, Salvia
hispanica, Sesamum indicum, Eruca sativa et Portulaca oleracea, en vue de définir les
prétraitements adéquates pour les espeéces étudides et de réduire le temps de latence,

d'optimiser le pourcentage et la vitesse de germination des graines.




Chapitre I : Etude bibliographie
1-Présentation des espéces étudiées
1-1- La plante Lepidium sativum (L.)

1- Description botanique

Lepidium sativum (L.) est une plante herbacée annuelle dressée, atteignant 30 cm de
hauteur, de croissance rapide (Eltayb et al.,, 2010). La tige est tendre et aux feuilles
profondément découpées (Beloued, 2011). Les inflorescences sont apicales : quelques
groupes de petites fleurs blanches a 4 pétales, sont fruit est une petit graine (Grubben et al.,

2005) (Figure 1.1).

2- Usages thérapeutiques de Lepidium sativum (L.)

La plante Lepiduim sativum est un ingrédient important pour leurs propriétés
médicinales. Les feuilles, étant Iégérement stimulantes et diurétiques, elles sont utilisées pour
traiter les maladies scorbutiques et les troubles hépatiques. Les racines ont été attribuées a la
syphilis secondaire et au ténesme (Deepshikha et al., 2002). Les graines contiennent des
huiles essentielles aromatiques volatiles, des huiles grasses, des hydrates de carbone, des
protéines, des acides gras, de la vitamine C, de la vitamine B, des flavonoides et des
isothiocynates. Aussi sont diurétiques, toniques, carminatives. Ils ont été bouillis avec du lait
et sont utilisés pour obtenir un avortement. Ceux-ci ont été utilisés comme un asperients et
utilisés dans le traitement des infections bactériennes et fongiques (Pragya et al., 2015). Elles
sont utilisées en Asie du Sud en médecine traditionnelle pour traiter la bronchite, 1'asthme et
la toux. Sont considéré comme expectorant, aphrodisiaque, antibactérien, stimulant gastro-
intestinal, gastro-protecteur, laxatifet la graine stomatique. Crésson présente un potentiel

antirhumatismal et bronchodilatateur (Doke et Guha, 2014).
1-2- La plante Ajuga iva (L.)

1-Description botanique d’Ajuga iva (L.)

Ajuga iva (L.) est une petite plante vivace a tiges rampantes et velues a feuilles
linéaires et denses a fleurs jaunatres ou blanches a bord rosé, violette (Beloued, 2011). A
I’intérieur de la fleur il y a quatre étamines liées a quatre carpelles noirs, la Iévre supérieure de

la corolle est réduite ou absente et la 1évre inférieure est divisée en trois lobes velus. Les lobes




latéraux sont petits, alors que le lobe central est relativement plus large décoré dans sa base

par un axe central jaunatre (Halimi, 2004) (Figure 1.2).

2- Usages thérapeutiques

Ajuga iva est une plante médicinale ('chendgoura') utilisée par les détenus d'Afrique
du Nord. Il présente plusieurs propriétés intéressantes (antifébriques...) et présente également
des effets hypoglycémiques efficaces, trouvant une utilisation chez les diabétiques. Les
espéces d'Ajuga sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans le monde entier contre
certaines maladies telles que la goutte, le rhumatisme, le paludisme, I'asthme et les maladies
gastro-intestinales (Ben Jannet et al., 2006; Israili et Lyoussi ., 2009; Setif., 2011 ;

Sivanesan et al., 2016).
I-3-La plante Salvia hispanica (L.)

1-Description botanique

Salvia hispanica (L.) est une herbacée annuelle (Marcon et al., 2013). Acec une tige a
environ un métre de haut, avec des feuilles opposées, pétiolées et dentelées de 4 a 8 cm de
long et de 3 @ 5 cm de large. Les fleurs sont hermaphrodites et poussent en de nombreuses
grappes dans un €pi protégé par de petites bractées avec des pointes longues et pointues. Les
graines sont ovales, lisses et brillantes et sont de couleur marbrée avec du brun, du gris, du
rouge foncé et du blanc, et sont généralement trouvées en groupes de quatre (Ayerza et

Coates, 2005a, USDA, 2008) (Figure 1.3).

2- Usages thérapeutiques

Salvia hispanica (L.) présente des effets bénéfiques sur la santé. Il a été signalé que le
régime a base de cette plante médicinale inhibe la croissance tumorale et métastases dans
certains mod¢les de tumeurs murines, probablement en raison de son ®-3- gras polyinsaturé
teneur en acide (Marconi et al., 2013). La graine de Salvia a stimulé les niveaux d'acides
gras n-3 et réduit la quantité de cholestérol et riche en magnésium et en composés phénoliques
(principalement la quercétine et le kaempférol), offre aussi une capacité antioxydante
significative, tandis que son calcium et son potassium le contenu suggére qu'il peut étre utile
de contréler haute tension artérielle (HBP) (Cynthia de Souza et al., 2015). Salvia hispanica
elle a un réle important dans la lutte contre le diabéte, la dyslipidémie, I'hypertension, comme
anti-inflammatoire, antioxydant, anti-coagulation du sang, laxative, antidépresseur,

anxiolytique, analgésique (Rahman et al., 2016).




I-4-1a plante Ricinus communis (L.)

1-Description botanique

Ricinus communis (L.) est un arbuste ramifie, pouvant atteindre 4 m de hauteur, ses
larges feuilles découpées en 8 lobes avec un vert profond et brillant (Beloued, 2011). Leur
tige est dressée, robuste, rameuse avec des branches a nceuds visibles et cicatrisés annulaires,
généralement glauques, parfois vertes ou rouges, un peu fistuleux, bien unie, ronde, lisse,
ramifiée seulement dans le haut (Couplan et Styner., 2000). Se termine par une grappe des
fleurs orange qui donneront plus tard un fruit en fore de capsule couverte d’épines contenant

de grande graines bariolées ressemblent au haricot (Djerroumi et Nacef., 1997) (Figure 1.4).

2- Usages thérapeutiques

L'huile du ricin a la réputation d'étre puissamment laxative (et, a plus fortes doses,
purgative), et de déclencher des spasmes intestinaux 3 a 5 heures environ aprés 1'ingestion.
L'huile de ricin est si efficace qu'on 'emploie aujourd'hui dans les cas d'empoisonnement pour
purifier I'appareil digestif. Bien tolérée par la peau, elle entre dans la composition de
préparations médicinales et cosmétiques. En Inde, I'huile de ricin sert a masser les seins des
femmes ayant accouché pour stimuler la lactation. Les phytothérapeutes indiens la prescrivent

en cataplasme sur les articulations enflammées (Paul et al., 2001).
I-5-La plante Anacyclus valentinus (L.)

1-Description botaniques

Est une plante annuelle, a tige de 10 & 40 cm de hauteur, dressée et plus ou moins velue.
Cette derniére, en s’épaississant au sommet, porte un capitule hémésphérique a fleur jaune
toute tubuleuse. Les feuilles de la plante sont bipennatiséquées a lobes étroits mucronulés et
les fruits sont des akénes (Hamzi et Belhadj, 2008 ; Julve, 2015). La floraison est entre Juin
— Aolt, La principale particularité du genre Anacyclus est la présence d'ailes aplaties

entourant les fruits (Figure 1.5).

2- Usages thérapeutiques

Anacyclus valentinus (L.) est connue pour ses effets antidiabétiques et antifongiques
anti-inflammatoires (Side Larbi et al., 2016). L’utilisation traditionnelle de cette plante dans
le traitement de quelques maladies infectieuses et 1’incidence des infections mycosiques par

utilisation des feuilles (Harald, 1978). Chez la population autochtone, 4. valentinus est




souvent utilisée pour les maux d’estomac (Hamzi et Belhadj, 2008). Beaucoup des travaux
sont réalisés sur I’effet antibactérien contre « Escherichia. coli, Bacillus subtilis and
Staphylococcus aureus » et leur interaction synergique avec des médicaments antibiotiques
(Side Larbi et al., 2016). La plante posseéde également le pouvoir de solubiliser le cholestérol

(Hacheimi et Kadi, 2009).
I-6-La plante Nigella sativa (L.)

1-Description botanique

Nigella sativa (L.) est une plante annuelle herbacée a tiges dressées de 30 a 40 cm,
ordinairement unicaule (Beloued, 2009). Les feuilles dentées (Paul et al., 2001), les
inferieurs pétiolées, les supérieurs sessiles. les fleurs sans involucre, petites 2.5 cm de
diameétre, 5 sépales ovales et acuminées au sommet .8 pétales ordinairement d’un blanc
bleuté, assez longuement onguiculés, lachement pubescents. Etamines nombreuses 5 & 6
graines noires, oblongue, anguleuses, irréguliérement trigones de 3 mm de long granuleuse,

papuleuses (Beloued, 2009) (Figure 1.6).

2- Usages thérapeutiques

Les graines du cumin noir favorisent la digestion, soulagent les douleurs gastriques et
combattent flatulences, ballonnements et coliques. Antiseptique elle sont aussi utilisées pour
expulser les vers intestinaux, notamment chez I’enfants (Paul et al., 2001). Elle utilisée pour
traiter nombreuses affections, y compris la fi¢vre, rhume, maux de téte, I'asthme, les maladies
rhumatismales et diverses infections microbiennes (Aisha et al., 2014). Ses graines ont une
grande signification médicinale et ont été rapportées pour présenter de nombreux effets
pharmacologiques qui incluent des activités anti-parasitaires, antibactériennes, antifongiques,
antivirales, anti-inflammatoires anti-inflammatoires et des activités anti-stress (Mohammad

et al., 2013).
I-7-La plante Lupinus mutabilis (L.)

1-Description botanique

Lipinus mutabilis (L.) est une plante annuelle de taille variable, de 0,4 a4 2,5 m. Elle a
une racine pivotante axe principal épais, atteignant jusqu'a 3 m. les racines secondaires
ramifiées ont des nodules symbiotiques avec les bactéries du genre Rhizobium. Les tiges sont
cylindriques et ligneuses, les feuilles sont palmées et digitées. Les inflorescences se

présentent en grappes a plusieurs verticilles floraux, comportant chacun cing, fleurs dont les




couleurs varient (bleu, violet, bleu clair, rose, blanc). L'androcée est forme de 10 étamines
dorsifixes et cinq basifixes. Le fruit est constitué par un Iégume pubescent (FAO, 1994).
Chaque graine a deux cotylédons, qui nourrissent I'embryon pendant la germination (Janet et

al., 2011) (Figure 1.7).

2- Usages thérapeutiques

Lupinus mutabilis est une plante médicinale, a été utilisés pour le traitement des
processus douloureux et inflammatoires a l'intérieur de ces plantes. Et des autres propriétés
importante de la plante qui nécessitent des études supérieures est le médicament. Par exemple,
il présente des composés phytoestrogeénes non stéroidiens comme les isoflavones, cela aiderait
a prévenir le cancer et les maladies cardiovasculaires, 1'ostéoporose et les symptomes de la

ménopause.
I-8-La plante Glycine max (L.)

1-Description botanique

Glycine max (L.) est une plante annuelle herbacée a feuilles composées trifoliées. Le
fruit est une gousse déhiscente et les graines sont dépourvues d’albumen. Et a cosses de 2 a 4
feves (2 metre de haut) la plante est largement répandue dans les pays chauds (Hema et al.,

2007) (Figure 1.8).

2- Usages thérapeutiques

Bien que leur valeur médicinale soit infime, les féves et les produits du soja constituent
d’importantes sources nutritionnelles en protéines, en lécithine et en acide gras essentiels. Les
feves joueraient un role appréciable contre le cancer, notamment celui du sein. Leur action
dans la production d’cestrogéne pour les femmes, au moment de la ménopause, en les aident a
surmonter les symptomes comme les bouffées de chaleur, et & combattre I’ostéoporose. Pour

les Chinoises, les germes aident & combattre la fievre (Paul et al., 2001).
I-9-La plante Peganum harmala (L.)

1-Description botanique

Plante vivace commune dans les régions steppique, sur les hauts plateaux et au Sahara.
C’est un sous arbrisseau rameaux a feuilles alternes et sessiles, aux fleurs blanches a 5 pétales
ovales et a nombreuses étamines jaunes. Son fruit est capsulaire. Il est recommandé d’étre tres

prudent dans son utilisation car c’est une plante toxique (Kaddem., 1990) (Figure 1.9).




2- Usages thérapeutiques

Malgré sa réputation de plante euphorisante et prétendument aphrodisiaque, I'harmel
reste peu employé par la phytothérapie occidentale moderne car il présente des risques de
toxicité. Les graines servent a soigner les troubles oculaires et & stimuler la lactation. En Asie
centrale, la racine est fréquemment employée pour traiter les rhumatismes et les problémes
nerveux. L'harmel permet d'atténuer les tremblements de la maladie de Parkmson (Paul et al.,

2001).
I-10-La plante Portulaca oleracea (L.)

1-Description botanique

Portulaca oleracea (L.) est une plante annuelle rampante, longue de 10 a 30 cm,
pluricaule, a feuilles opposées ou les supérieures alternes, obovales-oblongues en coin a la
base et sessile, épaisses, charnues et luisante , fleurs jaune, sessile, solitaire ou agglomérées a
I’aisselle et au sommet des rameaux, involucrées par les feuilles supérieures, 2 sépales
inégaux, obtus carénés sous le sommet et a la fin caduc, 5 pétales libres ou un peu soudés a la
base, capsule ovoide s’ouvrant circulairement en travers, & graines nombreuses, noires et

luisantes de 1mm de diamétre (Beloued, 2009) (Figure 1.10).

2-Usages thérapeutiques

Le Portulaca oleracea est prescrit depuis longtemps contre les troubles urinaires ou
digestifs. Préparé en jus, c'est un remede diurétique efficace pour favoriser le fonctionnement
de la vessie et la fréquence des urines. La présence de mucilage dans ses composants le
prédispose au traitement des troubles de l'appareil digestif comme la dysenterie et la diarrhée.
En Chine, le pourpier est prescrit pour des pathologies identiques, mais aussi en cas
d'appendicite. Les Chinois emploient également, cette plante pour soigner les piqlires de
guépe ou les morsures de serpent. Sous forme de JUS ou de décoction, le pourpier traite les

pustules et les furoncles et combat la fievre (Paul et al., 2001).
I-11-La plante Hyosyamus muticus (L.)

1- Description botanique

Hyosyamus muticus est une plante herbacée, 30-60 cm de hauteur, vivace, verte et
charnue, tige épaisse, richement ramifiée du collet, feuilles succulentes, alternes, longues

pétiolées en bas. Le limbe des feuilles est large, la feuille florale se développant sur le




pédoncule de forme oblongue. inflorescence en épi unilatéral ou en grappe avec des fleurs
denses, fleurs bisexuées, blanc et vert ou violet, fruits relativement petits, broutage, et

contenant de nombreuses graines (Kamal batanouny et al., 2005) (Figure 1.11).

2-Usages thérapeutiques

Hyosyamus muticus (L.) est utilisé dans le traitement des symptomes de sevrage dans la
dépendance a la morphine. Démence chronique, convulsions, manie épileptique, palpitations
fonctionnelles, le tractus gastro-intestinal et I'ulcére gastrique ou duodéna, I'excitation mentale
et maniaque neurologie, paralysie agitans ,la toux spasmodique et I'asthme. Elle est utilisée

aussi comme un poison (Kamal batanouny et al., 2005).
I-12-La plante Sesamum indicum (L.)

1- Description botanique

Sesamum indicum (L.) est un plant annuel dressé (ou occasionnellement, vivace) a une
hauteur de 0,5-1,5 m. Certaines variétés sont trés ramifiées, tandis que d'autres ne sont pas
ramifiés. Feuilles, 7,5-12,5 cm, simple ou, variable, avec ceux du haut étroitement oblongs,
ceux du milieu ovale et denté et les inférieurs lobés ou pédatiser. Les fleurs sont blanches,
roses, ou rose mauve avec des marques sombres, porté dans racémes dans les aisselles de
fuite. Le fruit est capsulaire, oblong-quadrangulaire, 1égérement comprimé, profondément
quatre cannelures, 1.5-5 cm de long. Les graines sont noires, brunes ou blanches, 2,5-3 mm

long et environ 1,5 mm de large (Ross, 2005) (Figure 1.12).

2- Usages thérapeutiques

En Chine, le sésame est avant tout utilisé comme aliment et aromate, mais il sert aussi a
rééquilibrer «les états de déficience», notamment hépatiques et rénaux. On prescrit les graines
dans les troubles tels qu'étourdissements, bourdonnements d'oreilles ou vision trouble
(provoquée par lI'anémie), ainsi qu'en cas de constipation «séchey, en raison de leur pouvoir
lubrifiant sur I'appareil digestif. Ces graines stimulent la lactation. L'huile de sésame entre,

comme excipient, dans la fabrication de produits cosmétiques (Paul et al., 2001).
I-13-La plante Eruca sativa (L.)

1- Description botanique

Eruca sativa est une plante herbacée annuelle d'une hauteur allant jusqu'a 80 cm. Les

feuilles basales sont en rosette, lyrées-pennatifides (celles qui sont consommées en salade), et




les feuilles caulinaires sont lobulées ou dentelées. Les fleurs ont des pétales blancs ou
Iégérement jaunes. Les siliques peuvent atteindre 40 mm, elles sont érigées, prenant sur la
tige, avec une partie valvaire subcylindrique et une face ensiforme, aussi longue que les

valves. Les graines, de 1,5 n. 2,5 mm, sont brunes (FAQO, 1994) (Figure 1.13).

2- Usages thérapeutiques

Eruca sativa (L.) est considérée comme excellente pour l'estomac, comme stimulant et
comme aphrodisiaque ; elle est également employée comme diurétique et antiscorbutique. Les
feuilles ont une saveur amere qui s'adoucit lorsqu'on les fait bouillir ou frire. Les graines sont
piquantes, mais un peu moins que celles de la moutarde. La roquette contient des glucosides
comme le sulfocyanate d'allyle, des sels minéraux et de la vitamine C. L'huile de la graine
contient de l'acide érucique. Cette plante a toujours été considérée comme un puissant
aphrodisiaque. Dans 1'Antiquité classique, elle était consacrée a Priape et plantée au pied des
statues de ce dieu consacré au potentiel procréateur des males. Dioscoride précise que,
mangée crue, elle stimule l'appétit sexuel et que les graines ont les mémes vertus (FAO,

1994).
I-14-La plante Petroselinum crispum (L.)

1-Description botanique

Petroselinum crispum est une plante potagere bisannuelle d’origine méditerranéenne.
Elle est dotée d’une racine blanche, conique comme une carotte. Ses feuilles sont finement
découpées et ses fleurs jaunes se présentent sous I’aspect d’un parasol renversé. Toute la
plante dégage un arome tres caractéristique. Les feuilles de persil sont généralement utilisées
comme condiment pour la cuisine ; la médecine traditionnelle, quant a elle, a surtout recours

au fruit et aux racines (Djerroumi et Nacef, 1997) (Figure 1.14).

2- Usages thérapeutiques

A petite doses, le Petroselinum crispum (L.) stimule I’appétit et la digestion, Il rétablit
également les regles interrompues, les régularise et fait disparaitre les douleurs de la
dysménorrhée (troubles du flux menstruel) et un aliment tonique, antirachitique,
antiscorbutique, et anti antianémique. A fortes doses, les préparations a base de fleurs ou de
graines de persil sont toxiques, les feuilles fraiches sont trés nutritives et constituent un apport
naturel en vitamines et en minéraux Les flavonoides sont anti-inflammatoires et antioxydants,

mynsticine et I'apiol sont diurétiques. Les graines ont une action diurétique plus efficace que




les feuilles, dans le traitement de la goutte, des rhumatismes et de l'arthrite En effet, ces deux
plantes facilitent I'évacuation des toxines présentes dans les articulations enflammées puis

leur élimination par les reins (Paul et al., 2001).h
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2-Généralité sur la germination et la culture in vitro

2-1- La germination

1. Définition

Une graine est I’organe de la plante constituée d’un embryon, de tissus de réserves
(albumen ou endosperme) enfermés dans des enveloppes protectrices (téguments) de
morphologies différentes selon I’espece (Fenner 2000). L’embryon est constitué¢ de trois
parties : la radicule, I’hypocotyle et I’épicotyle. Le principal role des graines est de fournir
une protection et des nutriments a I’embryon durant la germination (Schmidt 2000).
La germination correspond au passage de I’état de vie ralentie & I’état de vie active, que les
réserves qui jusque-la assuraient le métabolisme résiduel de I’embryon vont étre activement
métabolisées pour assurer la croissance de la plantule (Jeam et al, 1998). Le processus de
germination se déroule de la maniére suivante pour la majorité des angiospermes (Bewley,

1997) :

- L'eau est d'abord absorbée par les ouvertures naturelles de la graine, puis diffusée a travers
ses tissus. Les cellules de la graine deviennent ensuite turgescentes.

- A la suite de I'hydratation, sous I’effet de la dilatation de la graine, les téguments s'ouvrent,
et I'embryon subit des changements métaboliques qui réamorcent sa croissance.

- La synthese de nouvelles molécules donne lieu a une augmentation en taille de I’embryon
jusqu’a ce que ce dernier émerge de la graine. Le premier organe a émerger de la graine est
généralement la radicule qui constitue la racine embryonnaire. L.’émergence de la radicule
constitue ’'un des seuls signes visibles de la germination. En régle générale, les graines
mdrissent, deviennent quiescentes, puis germeront dés que de l'eau, de l'oxygéne et des
conditions de températures adéquates leur seront fournies (Srivastava, 2002 et al. 2010).
Néanmoins, a la fin de la fructification, il n’arrive que chez beaucoup d’especes, les graines
ne germeront pas, bien qu'étant dans des conditions environnementales optimales (Baskin et

Baskin 2004). Cette caractéristique biologique liée aux graines est appelée la dormance.

2. Morphologie et physiologie de la germination

La graine s’imbibe d’ecau se gonfle, le tégument se fend et la radicule émerge et
s’oriente vers le milieu (sol) selon un géotropisme (gravitropisme) positif. Puis, la tigelle
émerge et s’allonge vers le haut (le ciel). Les téguments de la graine se dess¢chent et tombent

(Meyer et al, 2004).
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Au cours de la germination, la graine se réhydrate et consomme de 1’oxygene pour
oxyder ses réserves en vue d’acquérir I’énergie nécessaire. La perméabilité du tégument et le
contact avec les particules du sol conditionnent I’imbibition et la pénétration de I’oxygene.

Les réserves de toute nature sont digérées (Michel, 1997).
3. Conditions de la germination

Durant les tests de germination en laboratoire, il est envisageable que lors de la levée
d’un type de dormance, une autre apparaisse. Par ailleurs, les graines ne passent pas de 1'état
dormant a celui de "prét a germer" de fagon brutale. On pense plutdt que, progressivement, les
graines d'une population deviennent davantage réceptives a la gamme de conditions
environnementales auxquelles elles sont capables de germer et de moins en moins sensibles a

la gamme de conditions qui entravent leur germination (Foley, 2001).
3.1. Conditions internes de la germination

Les conditions internes de la germination concernent la graine elle-méme, qu’elle doit

étre vivante, mire, apte a germer (non dormante) et saine (Jeam et al, 1998).
3.2. Conditions externes de la germination

Les facteurs de la germination, c'est a dire ceux qui interviennent au moment de la
germination, sont nombreux. Les plus couramment étudiés sont la température, l'oxygéne et la
lumiére. En fait, c'est I'influence combinée de ces différents facteurs qui rend possible ou non
la germination. Ainsi, la présence d'eau est obligatoire, mais pas suffisante car il faut aussi
que la température soit convenable et que l'embryon soit correctement oxygéné. Les
inhibiteurs de germination, le substrat (profondeur du semis et granulométrie) et les
conditions des tests au laboratoire (pH du milieu, densité de semences) sont aussi des facteurs
qui peuvent influencer la qualité germinative des semences. La graine exige la réunion des

conditions extérieures favorables a savoir I’eau, I’oxygene, la température et la lumicre.
4. Différents obstacles de la germination

Ce sont tous les phénomenes qui empéchent la germination d’un embryon non
dormant (c’est qui donne naissance a la nouvelle plante et constitue la partie vivante ; la partie
active de la semence) placé dans des conditions convenables (Mazliak, 1982). L’inaptitude a
la germination de certaines graines peut étre d’origine tégumentaire, embryonnaire ou due a

des substances chimiques associées aux graines, ou dormance complexe (Bensaid, 1985).
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4.1. Dormance embryonnaire

Dans ce cas les inaptitudes a la germination résident dans I’embryon et constituent les

véritables dormances. L.’embryon peut étre dormant au moment de la récolte des semences on
appelle« dormance primaire ». Dans d’autre cas, I’embryon est capable de germer mais il perd
cette aptitude sous I’influence de divers facteurs défavorables a la germination on parle alors
de « dormance secondaire » (Cherfaoui, 1987). Selon Baskin et Baskin (2004) ont
classifiées dormances des graines en 5 formes.
* La dormance physiologique est la forme la plus abondante et se retrouve dans les graines de
la majorit¢ des angiospermes (Tab.l). Elle met en cause un ou plusieurs mécanismes
physiologiques qui proviennent de I’embryon et qui inhibent I’émergence de la radicule
(Baskin et Baskin, 2004). Toutefois, les structures qui entourent I’embryon, telles 1'albumen
ou les téguments, ne sopnt pas a négliger comme cause potentielle de ce type de dormance.

*La dormance morphologique (DM) est due a la présence d’un embryon sous développé en
termes de taille La germination ne peut avoir lieu tant que I’embryon n’est pas arrivé au
terme de sa croissance.

* La dormance morpho-physiologique (DMPg) qui combine la dormance morphologique et
physiologique (Baskin et Baskin 2004).

* La dormance physique qui est liée a une imperméabilité des graines (Baskin & Baskin,
2004) ou des fruits a I’eau causée par la présence du péricarpe et de I’endocarpe ;

* La dormance physique-physiologique (DPqPg) qui associe dormance tégumentaire et
dormance physiologique. La germination ne peut se produire que si les deux types de
dormance sont levés a la fois. Pour certaines espéces la dormance physique est levée
avant la dormance physiologique et réciproquement pour d’autres ;

* La dormance chimique (DC) (non incluse dans la classification de Baskin et Baskin 2004)
qui est provoquée par la présence dans le péricarpe d’inhibiteurs de la croissance de

I’embryon. Le principal inhibiteur est 1’acide abscissique (ABA) (Foley 2001).
4.2. Inhibitions tégumentaires

Les téguments des graines inhibent la germination avec des degrés divers, elles
provoquent I’'imperméabilité a I’eau et I’oxygéne. La membrane dure et épaisse retard
I’absorption d’eau, par I’effet de leur cellules mortes ; et la présence d’une couche
imperméable (mucilages), et par I’effet d’une couche a Cellules jointive, qui elles provoquent

la diminution de la porosité donc la diminution de la perméabilité (Chaussat et al, 1975).
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4.3. Inhibitions chimiques

Les inhibitions chimiques sont certainement plus rares dans les conditions naturelles,
leurs nature exacte reste généralement inconnue, car elles n’ont pas souvent été isolées
(Mazliak, 1982). La plante sécréte des substances chimiques qui s’opposent & la germination

telle que : acide abscissique, acide caféique, ammoniac, éthyléne...etc.
5-Techniques utilisées dans la levée des inhibiteurs de la germination
5-1-Naturellement

Par I’altération des enveloppes sous I’effet des alternances de sécheresse et d’humidité,

de gel et de réchauffement (Dominique, 2007).
5-2- Artificiellement : par différentes méthodes, on peut citons :

1-Stratification: La Stratification est un traitement utilis€ empiriquement depuis longtemps,
consiste a placer les semences au froid dans un milieu humide (terre, sable, tourbe) en période
déterminée selon I’espece (Jeamet al, 1998).

2-Traitements oxydants : On a souvent préconisé I’emploi d’eau oxygénée pour améliorer la
germination on pensant qu’elle fournit de I’oxygene a I’embryon (Mazliak, 1982).
3-Scarification : La scarification suffit souvent de blesser plus ou moins profondément les
enveloppes pour faciliter la germination. Peut effectuer par des différentes méthodes, par de
fagon mécanique (coupe, pique, décortication, battage des enveloppes...), ou par voie
chimique (immersion des semences dans I’acide sulfurique concentrée (H2SO4), ou par
lyophilisation dans I’azote liquide...) ; (Jeam et al, 1998).

4- Froid : c’est une technique qui consiste a placer les semences au froid a des

températures basses mais positives (Mazliak, 1998). La quantité de froid nécessaire pour
obtenir un tel résultat, c'est-a-dire la température a appliquer et la durée du traitement dépend
évidement de I’espéce ou de la variété considéré (Mazliak, 1998).

S-Lixiviation : par le trempage ou le lavage a I’eau, pour éliminer les inhibiteurs

hydrosolubles (Jeam et al, 1998)
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2.2. Généralité sur la culture in vitro
1. Définition

La multiplication in vitro est la culture des cellules, tissus ou organes végétaux sur des
milieux nutritifs artificiels approprier sous des conditions controlées (espace réduit, a I’abri de
toute contamination) pour régénérer une plante entiére grace a la totipotence cellulaire. Ce
concept énoncé au début de siecle mentionne I’autonomie des cellules végétales ils sa

propriété a produire une plantes enti¢re (Hopkins, 2003).
2. Historique

En 1878, il y a donc plus de 130 ans. Cl Bermnard formulait les principes théoriques
de la création d’un systeme artificiel dans lequel les organes pourraient survivre hors de
I’influence de I’organisme entier. Depuis cette orientation de recherche lentement d’abord,
d’une maniére plus rapide ensuite, a permis de grands développements a la biologie (Nozeran
et Bancilhon, 1972).

La culture indéfinie des tissus des végétaux a été réalisée il y a 70 ans, c’est en effet au
printemps 1937 qui fut isolée la premiere souche tissulaire dans I’activité c’est maintenue
jusqu’a présent grace a des repiquages réguliers; Dés, 1941 on savait obtenir des plantes
entiéres a partir de petits fragments d’organes ou colonies tissulaires, leur enracinement ne
posait aucun probléme grace aux auxines rhizogénes dont le maniement était connu depuis
assez longtemps (Margara, 1984). En 1944, Buvat par les techniques de culture de tissus met
en évidence le phénomene de dédifférenciation : la juvénilisation; et en 1949, Limasset et
Cornuet notent I’absence de virus dans les méristétmes de tabacs viroses ; En 1955, la
découverte de la kénétine, substance douée d’une puissante activité caulogéne, puis d’autres
cytokinines ont permis de provoquer presque a volonté la néoformation de bourgeons
adventifs ;

Cette multiplication végétative in vitro fut enfin facilitée par la mise au point a partir de
1962 de solutions minérales particuli¢rement appropriées (Margara, 1984) ; En 1966, Guha
et Maheswari en Inde obtenaient des plantes haploides de Datura innoxia M.LL a partir de
culture d’antheres ; En 1971, au Japon, Takebe et Col régénéraient des plantes entieres de

Nicotina tabacum a partir de protoplaste.
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3. Etapes de la culture in vitro

Quatre étapes principales sont nécessaires pour €tablir une espece, un cultivar ou une variété
in vitro :

v Initiation de la culture est nécessaire : c'est la phase la plus sensible qui consiste a
désinfecter les boutures (racine, bourgeon, etc.) ou les graines afin de les rendre stériles;

v' Etapes de multiplication (Figure 1.a);

v" Etapes d’enracinement;

v Enfin de sevrage ou acclimatation (passage des conditions de laboratoire aux conditions

de serre (Figures 1. b et c).

Figure 02. a :Vitroplants en phase de multiplication (Occimum gratissimum) (Quashie et
Kokou, 2009). b et ¢ : vitroplants de Nauclea latifolia en phase de multiplication (b) et en
phase d’acclimatation (c) (Quashie et Kokou, 2009).

4. Catégories de la culture in vitro
1. Catégories de la culture in vitro Conforme

Le principe de la multiplication conforme consiste a prélever un fragment d’une plante,
de la taille d’une bouture et d’optimiser les conditions qui rappellent a la cellule

I’environnement de la plante mére (Nozeran et al., 1982).

2. Catégories de la culture in vitro non conforme

Les techniques de multiplication non conforme consistent a cultiver in vitro un petit
élément de tissus, une cellule a la limite .Ce procédé utilise un matériel végétal peu régulé et
le place en conditions déstabilisants les signaux, on voit alors apparaitre une variabilité
importante (Demarly, 1985). Comme : Variations somaclonales par la callogenese, Culture et

fusion de protoplastes.
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Chapitre 11. Matériels et méthodes

Le travail a été mené au niveau du laboratoire de Biotechnologies Végétales (BV) a
I’Universit¢ Mohamed Boudiaf de M’Sila.
Notre travail consiste a étudier les performances germinatives des graines de 14

espéces de plantes médicinales.
1-Matériel végétal

Les semences utilisées dans nos tests sont des graines proviennent des herboristes de
M’sila en janvier 2018 (Tableau 01). Elles ont été conservées dans des sacs en papier, munis

d’une étiquette avec le nom de I’espéce.

Tableau 01 : Description des especes étudiées (les graines)

| Nom . Description des .
Espéce . Famille P Photos des graines
vernaculaire graines
s Arabe:Li il Ca Sont petites, de forme ovale, —
3 T ° pointues et triangulaires a T
£ Francais : Y AR e e
3 . = une extrémité, lisses, S Al
ey Cresson alénois; L e < T T
§ = | Anolais : Garden S d'environ 2-3 mm de long, B 1T by S
. 1€, ¥ - =2
[ 8 cress 8 de 1-1,5 mm de large, brun % Y i ot
§~ ’ rougeéatre a presque noir o LI
~ (Falana et al., 2014)
_ Arabe:sogudll | o o e
j . ] L
= Anglais : 29 § S T
N Herb ivy. == B ap xa g
2 Y 9 £ = | Marrons s e =
s Francais: S & & o 4 o AR, W
g . 2 » £ | (Halimi, 2004). G N e
. Ivette musquée SR pemad G0 B
‘F o < b L 77Tl /

_§ 5 Sont ovales, lisses et

S 8= brillantes et sont de couleur
S~ . . & 2 & | marbrée avec du brun, du
S - | Francais:Chia | & $=| .

S £ & & | gris, du rouge foncé et du
= ﬁ E blanc (Ayerza et Coates,
> ~ 2005a, USDA, 2008)
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Arabe : & 5 Al

3 . _ | Sont contenues dans
= (Hammiche et = »
z . v = | chacune des loges du o5 3
S Maiza, 2006) S& éricarpe, a forme d'un ] = . 4
§ Anglais : Castor | § ¢ |Pericape, .. e L)
.= = | haricot moyen, piriformes, Y |
s bean S o .. .
S S © | ovoides, allongées ou plates, ' P’
S (Alam et al., < . . . ﬁ
g S £ | luisantes marbrées de gris
N 2010) S S ~ . EY
S AU < | rougeatre et de blanc (Little
2 Francais: Ricin = | etal., 1974)
™ (Maroyi, 2007). »
- Sontovae, avec de fines ailes
s Arabe :4 sl dIAn - membraneuse, ailes quelque
bS glais : Y E peu hétéromorphes celles de ,:-;._ e
% _ | Valence anacycle | o 2 & la série externe avec ailes byl s
% = Francais : g é = larges de 8 mm de large g :
> Valence g < O | avec des oreillettes arrondies K e " o
g d’anacycle :,% ou légérement \ 2 ¥ 12
3 ~ | pointues(Christopher, e
1979). —
Arabe : 4l : .
N | abe . § = Sontnoire oblongues, s =
2 ¢l sl Anglais : 8 & R P
= . & = ~ | anguleuses irrégulierement e e
P Black cumin s . =¥y ey
S 3 . 5 @ g | trigones de 3 mm de long e e,
St Francais : S =& I il e sk . ®
S0 Cumin noire =z 2 granuleuses papilleuses e, M
Z. g < (Anonyme, 2009). -
_ La graine est lenticulaire, de
q \ \
= Arabe sl e il | S 8a10mmdelonget6a8.
= . = mm de large, sa couleur noir ¥
= Anglais : = ¥
S . &= | au blanc en passant par le
= Andeanlupine = . h 3
3 . . $ & | bai, le marron, le gris et le .
S Francais : Lupin | © & |. ~ . . ¥
a3 Q jaune-verclatre, le tégument ¥ ) )
3 changeant 8 . . =
= < indure représente 10 pour 4 E
§ =~ cent de la graine (FAQ,
~ 1994).
Sontdivisées en trois
~ ;jﬁ fractions :
S Arabe : Lsallds | T - Les cotylédons (90% de la £
g Anglais : Soybean 5 ~ | masse de la graine) -
§ Francais : g E -Le tégument représente 8%
§ Le soja, Merill, ~§ A | de la graine. Sa couleur
= 8 noire, brune, jaune ou verte ;
© S et Le germe (Rasolohery,
2017).
S
s Arabe : 8 ¢ Sontd’une couleur marron
§ JeallAnglais : § & | foncée, sont petites,
< S Rue = : g anguleuses, subtriangulaires
§ < | Francais : Rue de | & E S | et ont un diametre de 3 a4
S Syrie & ;‘-SZ mm x 2mm (Bruneton,
§’° S| 2000).
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=1
V
S Arabe : s < | De0,6 a1 mm, sont K
§ il JlIAnglais : ~§ % réniformes, noires, elles g
§ 3 Purslane = o | conservent leur pouvoir i
S Francais: S <« | germinatif pendant 8 a 10
§ Pourpier & & | ans (FAO, 1994)
A
3 . .
§ . Arabic : . o &
g O SdlAnglais: | & § 2
< < | Egyptianhenbane 839 .
s . S < < | Sont réniformes ou
S = Francais : = 2% | cundif drenviron 1
S ] . s 2 | cunéiformes d’environ ¢
2 uscuiame » <R
S , < & | mm x1.5 mm
s; d’egypte )
S JEal
S Arabe : o) s © 2 | Sontnoires, brunes ou
£ ~ | Anglais : Sesame | § E & | blanches, 2,5-3 mm long et
§ ~ Francgais : g g ‘= | environ 1,5 mm de large
S Sesame S = 2 | (Ross, 2005).
g = =
)
Pq. 7,
1 Arabe : g 23
'% = 2l Anglais : § "5 « | Del,5 a 2,5 mm, sont brunes .
2 Rocket Frangais : | 'z S <Ot (FAO, 1994) "
Q [
S Roquette. @y =
S|
-2
~
3 Arabe : = . .
—_ . . Les akeénes (fruits/graines
§ 5 | vesixdlAnglais : 38 td 1( gt 1es) .
=5 Parsley g & | sont de couleur vert puis
3 S F < - Persil | & | Virentbrun clair
g s rancais : Persi <z
‘5 N’
A

2. Méthodes

1. Germination dans le sol (les pots)

Pour avoir une idée sur la faculté germinative des graines des espéces étudiées, un
semis direct de graines dans le substrat (Terreau a type de meilleure croissance servant de
germoirs comme Nitrogene (N) phosphate (P205) Potassium (K20) avec des déchets
animaux et végétaux) a été également étudié. Les graines ont été semées a une profondeur

égale a 1 a 2 fois leur diameétre. On utilise 14 pots en plastique pour chaque espece (Fig. 03).
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Le semis a été effectué dans des bacs plastiques (7 cm de largeur, 15 cm de longueur
et 4cm de haut) ouverts, percés au fond et remplis de Terreau. Chaque bac est identifié avec
une étiquette plastique portant la provenance des graines. Nous avons effectué tous les jours
un comptage des plantules ayant levé. Les graines germées sont arrachées en vue d’éviter le
double comptage. La levée correspond a I’apparition d’une plantule avec deux feuilles
cotylédonaires. Le suivi de la croissance des jeunes plantules a duré 60 jours. Durant
I’expérimentation, 1’arrosage a été effectué chaque jour. Les variables observées ont été le

délai de germination (Jours) et le nombre des graines germées (60jours).

Figure 03 : Germination des graines dans le sol (pots)
3-Test de germination
3-1-Germination en boites de pétri

1. Prétraitement des graines

Afin de comprendre I’aptitude germinative des graines des espéces €tudiées présentent
un certain degré de dormance, et si un prétraitement des graines peut influencer ou améliorer

les aptitudes germinatives, nous leurs avons fait subir quatre prétraitement :

- Un lot de graines est mis a germer directement sans trempage (sans traitements).

- Le second lot de graines est mis a imbiber dans I’eau distillé pendant une heure a
température ambiante.

- Le troisieme lot séjourne pendant 24h dans I’eau distillé a température ambiante.

- Un quatriéme traitement chimique pour les graines a été assuré par un trempage dans
une solution concentrée d’acide sulfurique H,SO,4 pendant 5 minutes.

Les graines sont ainsi rincées abondamment a I’eau distillée stérile.
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Suite a cette opération, les graines sont mises a germer dans des boites de pétri
tapissées de papier imbibé d’eau distillé a raison de 15 a 80 graines par boite selon la taille

des graines.

2. Mise en culture des graines
= Disposer une ou deux couches de papier buvard au fond des boites de pétri.
= Humidifier avec un vaporisateur ou une pipette. Attention de ne pas le détremper!
Lorsqu’on le retourne, I’eau ne doit pas s’écouler, sous risque de pourriture des semences. (A
partir du moment ou il y a un milieu saturé en humidité, il y a risque de pourriture).
= Placer les graines a tester, dans des boites de Pétri, de 90 mm de diameétre, tapissées d’une
double couche de papier absorbant imbibé de 20 ml d’eau distillée. Elles ne doivent pas se
toucher (espace de trois fois la taille de la graine au minimum).
= Les boites sont déposées dans un incubateur réglé a (25°C+ 2°C) de température (Ben
Khaled et al, 2003).
= Hydrater le papier absorbant tous les deux jours environ (quand le papier commence a se
dessécher) en prenant soin de ne pas le détremper.
= On considére qu’une semence a germe lorsque la radicule perce le tégument (Come,

1970 et Bajji et al, 1998)
3-2-Germination en milieu de culture

Etant donné que la jeune racine utilise seulement les réserves cotylédonaires, pour
fournir des éléments minéraux au milieu de culture, nous avons utilisé le milieu nutritif de

(Murashige et Skoog, 1962) (Tab 02).
1. Composition du milieu de culture

a)-Préparation de la solution mére de macroéléments du milieu MS

e Verser 600 ml d’eau d’ionisée dans un bécher de 1L ;
e Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (A) en chauffant légérement au besoin ;
o Transférer la solution dans un flacon de 1litre et compléter a 1litre avec I’eau distillée ;

e [dentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

b)-Préparation de la solution mére de micro éléments du milieu MS

e Verser 600 ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 1L ;

e Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (B) en chauffant 1égérement au besoin ;
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e Transférer la solution dans un flacon de 1litre et compléter a 1litre avec I’eau distillée ;

o [dentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

Tableau 02 : Constituants du milieu Murashige et Skoog (MS, 1962).

Ingrédients Solution mére Volume de | Solution
mg/l prélevement | finale mg/l
NH4NO3 33 000 1650
KNO3 38 000 1900
Macroéléments | CACL2.2H20 6 600 50ml 440
MgS04.7H20 7400 370
KH2PO4 3400 170
MnSO4.H20 2230 223
ZnS0O4.7H20 660 8.6
H3BO3 620 6.2
KI 63 10ml 0.83
Microéléments | Na2MoO4.2H20 | 25 0.25
CuS0O4.5H20 2,5 0.025
CoCI2.6H20 2,5 0.025
Fe-EDTA Na2-EDTA 3730 373
FeS0O4.7H20 2780 10ml 27.8
Acide Nicotinique | 1 2.0
Vitamines et Pyridoxine-HCI 1 0.5
Acides aminés | Thiamine-HCl 10 0.5
Glycine 10 05 ml 0.1
Myo-Inositol 100
Sucre Saccharose 20000mg/1 20000mg
Agar Agar 8g/l 8g

c)-Préparation de la solution mére de Fe-EDTA du milieu MS

e Verser 600 ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 1L ;

e Ajouter quelques gouttes de NaOH et chauffer jusqu’a ébullition ;

o Couper la source de chaleur ;

e Ajouter le Na2 EDTA et mélanger jusqu’a dissolution ;

e Ajouter FeSo4-7H20 ;

o Transférer la solution dans un flacon de 1litre et compléter a 1litre avec I’eau distillée ;

o [dentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

d)-Préparation de la solution mére des vitamines du milieu MS

e Verser 70ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 100ml ;

o Peser et dissoudre les vitamines indiquées (D) ;

o Transférer la solution dans un flacon de 100ml et compléter a 100ml avec I’eau distillée ;

o [dentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

22




e)-Préparation de la solution mére des hormones

e Peser les phythormones désirés et les dissoudre dans quelques gouttes de solvant appropri¢ ;
e Etendre avec un peu d’eau, vérifier I’état de solution et ajouter un peu de solvant au besoin ;
e Transférer la solution dans un flacon de 100 ml et compléter a 100 ml avec I’eau distillée ;

o [dentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur (Himour, 2011).

f)- Préparation et stérilisation de milieu de culture

A partir de la solution mére dont la préparation est citée ci-dessus, on a pu préparer la
solution finale, avec les concentrations exigées, selon le protocole suivant :
e Verser approximativement 600 ml d’eau déionisée dans un bécher de 2 L ;
e Ajouter le volume nécessaire de macroéléments, microéléments, Fer-EDTA vitamines-
régulateurs. (Ne pas chauffer) ;
e Pour meilleurs résultats, on attend la dissolution compléte avant I’ajout du composé suivant ;
e Peser et dissoudre le saccharose (en chauffant 1égérement au besoin) ;
e Ajuster le PH a 5.7 £ 0.1 avec HCI (IN) ou NaOH (IN) ;
o Compléter a 1 litre avec I’eau distillée ;
o Chauffer a I’aide de plaque chauffant puis ajouter I’ Agar graduellement jusqu’a ce que le
milieu devienne clair ;
e Verser dans des flacons pour faire la stérilisation. La stérilisation de milieu de culture, est
assurée par I’autoclave a une température de 120° C, et une pression de 15 psi pendant 20
minutes, la technique de la culture in vitro exige cette température, afin de s’assurer de la

destruction des bactéries.
2-Stérilisation

Tous les instruments métalliques (pinces, pointes, bistouris ...) ou verreries (Béchers,
tubes de culture, boites de Pétris ...) sont enrobés avec du papier aluminium, et sont mis a
I’étuve a une température de 170° a 200° C pendant 2 heures de temps.

Au cours des manipulations les instruments métalliques sont plongés dans 1’alcool a
70%, puis passés aux flammes du bec Benzene afin de briiler ’alcool. Les manipulations sont
réalisées sous hotte a flux laminaire horizontal. La hotte est nettoyée avec de 1’alcool a 70°,
stérilisée a I’aide d’une lampe UV située au plafond de la hotte.

Les graines sont stérilisées par trempage dans 1’éthanol a 70% pendant 70 secondes

puis transférées dans une solution d’hypochlorite de sodium (NaOCI) 6% pendant 15 minutes
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et rincer a I’eau distillée stérile trois fois successives pour une durée de 10 minutes chaque
fois. Les graines sont ainsi misent dans une boite de pétri dans une solution d’eau distillée

stérile pour ensemencement.

3-Mise en culture des graines

En se référant sur les résultats obtenus lors de la premiére expérience (test de
germination en boite de pétri), on a choisi uniquement les prétraitements des graines
convenable pour chaque espéce soumis a la culture dans le milieu MS (Tab 03).
L’ensemencement de graines prétraité se fait dans le milieu MS coulés auparavant dans des

flacons stériles (25ml de milieu de culture dans chaque boite) a raison de 3 graines par flacon.

Tableau 03 : Prétraitement des graines avant la mise en culture en milieu MS.

Espéces Prétraitement | Méthodes

1. Anacyclus valentinus
2. Ajugaiva

3. Salvia hispanica Sans prétraitements (témoins)
4. Sesamum indicum
5. Eruca sativa

6. Portulaca oleracea,
7
8

Nigella sativa, pendant (24h)
. Lupinusm utabilis ,
9. Ricinuscom munis, Trempage dans
10. Glycine max I’eau distillée
11. Peganum harmala Pendant (1h)

12. Lepidium sativum

13. Hyosyamus muticus Tremper 5 min dans I’acide sulfurique (H2SO4)
14. Petroselinum crispum

¢ On lave les mains avant de commencer la manipulation, par le savon puis I’éthanol a 70° ;

o [’expérimentation se fait sous hotte a flux laminaire, aprés mise en marche de la
ventilation ;

o ¢t laisser fonctionner pendant 30 minutes ;

e avant de commencer I’ensemencement puis on procede la stérilisation de la surface de
travail Et des parois par I’eau de javel et I’éthanol, et pour plus d’asepsie on utilise
généralement deux becs bunsen dont la zone médiane entre les deux spheres de flamme est la
plus conseillée a utiliser pendant I’ensemencement ;

o Le repiquage des graines sur les milieux de culture est effectué a I’aide de pince stérilisée et
pres de la flamme du bec bunsen, tout en flambant I’ouverture du tube avant et apres

I’opération sous la hotte ;
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e [’ensemencement des graines se fait dans le milieu MS coulés auparavant dans des flacons

stériles (25ml de milieu de culture dans chaque flacon).
4-Conductions d’incubation

Les flacons ont été placées en étuve, a 25+1 °C, a I’obscurité (Fig. 04), apres la reprise
du développement (la radicule a percé la cuticule), les flacons seront transféré a la chambre de

la culture (23+2 C°), 16/8 photopériode).

Figure 04: Etuve atempérature de 25°c+2.
4- Mesures et notation effectuées

Lors de la lecture des tests (Germination dans les pots, germination en boites pétri et
germination en milieu MS), il faut compter séparément :
" Les graines germées (représente le taux de germination durant 30jour). D’aprés Come
(1968), le taux de germination représente le pourcentage de semences capables de germer
dans les conditions de I’expérimentation, Il est exprimé par le rapport nombre de graines

germées sur le nombre total de graines semis.

o normhre des araines perméeg
Taux de germinztion =

100
nombre total mis en germination

| Les graines non germées et les taux de contaminations.
" Vitesse de germination : nous avons représenté le nombre des graines germées chaque jour.

" Précocité de germination : les graines germées le premier jour (Askri et al, 2007).

" Période de germination : I’intervalle de temps enregistré entre le jour de semis des graines et

la fin de la germination (Askri et al, 2007).

5- Analyses statistiques

Les résultats et présentations ont été réalisés a I’aide du logiciel Excel 2007.
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Chapitre I11. Résultats et discussion

1. Germination dans le sol (les pots)

Les résultats obtenus pour le délai de germination et le nombre des graines germées
apres 60 jours apparaissent sur la (Fig. 05 et 06).

Les graines qui ont répondu positivement ont germés au minimum apres un délai de 8
jours (Eruca sativa) et au maximum apres un délai de 50 jours (Ricinus communis) et entre les
deux temps pour Portulaca oleracea, Salvia hispanica, Lépidium sativum, Petroselinum
crispum et Peganum harmala. Alors que les autres espéces n’ont pas germé dans le sol (Fig.

06, Annexe 01).
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Figure 05. Nombre des graines germées dans le sol des espéces étudiées apres 60 jours
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Figure 06. Délai de germination dans le sol des différentes especes étudiées
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On note que les meilleurs délais de germination dans le sol sont pour I’espeéce Eruca

sativa. Apre 60 jours de germination, nous avons enregistrés les données dans la (Fig. 06,

Annexe 01). On note que les meilleurs taux de germination sont enregistrés pour I’espece

Salvia hispanica, et le faible tau était pour Ricinus communis. Tandis que les graines de

Hyoscyamus muticus, Ajuga iva, Sesamum indicum, Lupinusm utabilis, Anacyclus valentinus,

Nigella sativa, Glycine max qu’elles soumissent dans le sol n’enregistre aucune germination

durent I’essai (60 jours).
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Figure 07. Résultats de germination dans le sol des différentes especes étudiées
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Conformément a nos observations et a celles faites par Werker (1980-1981), pour les
graines semis dans le sol (les pots qui contient le terreau) A.valentinus, A.iva, S.indicum, N.
sativa, L. mutabilis, G. max, H. muticus. Nous avons remarquerons une absence de
germination, qui peut s’expliquer par la dureté des téguments des graines qui non subi a aucun
prétraitements cette performance a confirmé les résultats dans les autres essais (germination
dans les boites pétries et dans le milieu MS) par contre, les graines de S. hispanica, E. sativa,
P. oleracea, R.communis, L. sativum, P. crispum. P. harmala sont bien germées avec une

longue durée de germination qui peut atteindre 50 jours par rapport la germination in vitro.
2. Germination des graines dans les boites pétries

2.1. Taux de germination
L’objectif de cette étape est de définir I’effet du traitement et de génotype sur la
réponse des graines des espéces étudiées a la germination. Les résultats de la comparaison des

taux de germination des graines pour les quatre traitements sont présentés dans la (Fig. 08 et
10, Annexe 02)
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Figure 08. Les résultats de la comparaison de taux de germination des graines dans les boites

pétries pour les quatorze espéces
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La comparaison entre les 4 traitements et 14 espéces a révélé une différence pour la
germination. Portulacaboleracea, Salvia hispanica et Eruca sativa, montrent le plus grand
taux de germination des graines et cela sans traitement préliminaire des graines (témoin), avec
un taux plus de 60 % et de 3.5% pour Anacyclus valentinus par rapport aux autres especes qui
n’ont pas germés (Annexe 02 et Fig. 08).

Pour le traitement préliminaire avec le trempage dans I’eau pendant 24 heures, sauf
Ricinus communis, Glycine max, Lupinus mutabilis, Nigella sativa, Petroselinum crispumqui
qui ont germés, mais avec des taux de germination faibles (entre 0.45 et 4.75%) (Annexe 02
et Fig. 08). Les graines des espéces de Nigella sativa, Peganum harmala, Lépidium sativum,
Ricinus communis ont germés mais avec le traitement de trempage des graine dans I’eau
pendant 1 heure, avec des taux de germination élevés pour Lépidium sativum, Peganum
harmala (10.5 et 62.4%), et faibles pour Ricinus communis et Nigella sativa (0.15 et 0.75 %)
(Annexe 02 Fig. 08).

Les especes Hyocyamus muticus, Nigellasativa, Petroselinum crispum et Glycine max
ont révélés un tau de germination aprés un traitement avec le trempage dans 1’acide
sulfurique. On remarque que Hyocyamus muticus montre le taux le plus élevé (56%) tandis
que Nigella sativa, Petroselinum crispum et Glycine max montrent un tau faible (entre 0.45 et
1.2%) (Annexe 02 et Fig. 08). D’apres les résultats obtenus, la comparaison de I’effet des
traitements préliminaire des graines sur la faculté germinative montre que le trempage dans

I’eau pendant 24 heures a une efficacité pour les especes étudiées.
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Figure 09. Résultats de la comparaison de tau de germination des graines dans les boites

pétries pour les quatre prétraitements

Aussi et d’apres les résultats obtenus pour toutes les espéces concernant les taux de

germination les plus élevés qui sont enregistré pour les lots imbibés pendant 24 heures, on

peut discuter ce résultat par la définition de la phase d’imbibition par de I’eau selon Come,
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(1970) et Verticci, (1989); qui correspond a une prise d’eau. Ce processus marque une

période durant laquelle la graine passe d’un état déshydraté a un état hydraté qui entraine une

augmentation de I’activité respiratoire.

Les résultats de la comparaison de tau de germination pour les quatorze espéces sont

présentés dans la (Annexe 03 et Fig. 09 et 10).

La comparaison entre les 14 especes démontre que la plus grande faculté germinative

est obtenue chez Portulaca oleracea, Salvia hispanica et Eruca sativa et Anacyclus valentinus

qui sont montrés une aptitude pour la germination sans traitement préliminaire des graines.

Il faut remarquer qu’on enregistre des taux de contamination faible et cela seulement

pour I’espece Sesamum indicum qui peut étre du a cause des fautes de manipulation.
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2.2. Vitesse de germination

La vitesse de germination calculée pour les quatre traitements (témoin, Trempage dans
I’eau (24 h/1h), et par I’acide sulfurique), nous a permis de tracer les courbes de la vitesse de
germination en fonction de temps (Fig. 11).

D’aprés la (Fig.11), la germination des graines d’Eruca sativa sans traitements
(témoin) se manifeste durant le deuxiéme jour de semis avec une vitesse de 60 germée/jours et
augmentée progressivement jusqu'a atteindre a 80 germée/jours dans le septiéme jour, et la
méme cinétique presque pour Salvia hispanica et Portulaca oleracea. Alors que pour
Anacyclus valentinus, la germination des graines se manifeste durant le troisiéme jour et
augmente pour atteindre au maximum 8 germée/jours au septiéme jour. Par contre aucune
graine n’a germée pour les autres especes.

Les résultats obtenus pour la vitesse de germination des graines des espéces étudiées
en fonction de temps pour les lots prétraiter avec le trempage dans I’eau pendant 24 heures
apparaissent dans la (Fig. 12).

Les graines de Lupinus mutabilis se manifeste au premier jour avec une vitesse de 1
germée/jours et augmenté rapidement jusqu'a 8 germée/jour au deuxiéme jour, par suite
arrivent au 11 germées/jour au cinquieme jour. La méme cinétique était enregistrée pour
I’espece Glycine max. tandis que les graines de Nigella sativa enregistre une vitesse de 2
germée/jours dans le troisiéme jour qui a resté constante jusqu'a le cinquieéme jour puis
augmente progressivement jusqu’a atteindre 3 germée/jours au septieme jour. Pour la
germination des graines de Ricinus communis, sont démarre a germer au deuxiéme jour de
semis et augmentée brusquement a une vitesse de 10 germée/jours qu’arrive jusqu’a 18
germées/jours dans la fin de I’essai.

Pour Petroselinum crispum on a enregistré une germination retard au troisiéme jour
avec un tau tres faible au cinquiéme jour (2 germée/jours), ce pourcentage de germination
reste variable en fonction du temps et arrive jusqu’a 8 germée/jours dans le septiéme jour.

Les autres graines imbibées par I’eau pendant 24h n’ont présentées aucune
germination.

Les résultats relatifs a la vitesse de la germination des graines des espéces étudiées
pour les lots prétraités avec le trempage dans I’eau pendant 1 heure apparaissent dans la (Fig.
13). Le traitement des graines de Lépiduim sativum par le trempage dans I’eau pendant 1h a
donné un nombre de graines germées élevée (60) au deuxieme jour jusqu’au quatriéme jour

avec 78 germées/graines, ces taux reste stable jusqu’a la fin de I’essai. Mais pour Peganum
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harmala, aucune graine n’a germée durant les cinque premier jours de germination et cela

jusqu'a le septieme jour ou, nous remarquons 21 graines germées.
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Figure 11. Vitesse de germination des graines des espéces étudiées pour les témoins (sans

traitements).
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Figure 12. Vitesse de germination des graines des especes étudiées pour le trempage dans

I’eau pendant 24 heures.

Aussi les graines petroselinum crispum présentent une faible vitesse de germination

pour les quatre derniers jours (4 germée/jour). Et les mémes résultats presque ont été

enregistrés pour Nigella sativa. On n’a remarquée aucune graine germée durant tous les jours

pour les graines d’autres especes.
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Figure 13. Vitesse de germination des graines des especes étudiées pour les le trempage dans

I’eau pendant 1 heure.

La figure 14 présente la vitesse de germination des graines des especes étudiées pour

le trempage dans I’acide sulfurique pendant Sminute.
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Figure 14. Vitesse de germination des graines des espéces étudiées pour le trempage dans

I’acide sulfurique pendant Sminute.

On remarque que la germination des graines de Hyoscamus miticus démarre au

~

premier jour avec une faible vitesse, puis il augmente progressivement a environ 11
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germée/jour a la fin de I’essai. Pour les graines de Pertoselinum crispum, la germination
démarre aprés le quatriéme jour et augmente jusqu’a 8 graines germées au septiéme jour.
Alors que pour les graines de Nigella sativa, la vitesse de la germination est faible, moins de 1
germée/jours au quatriéme jour et reste stable jusqu’a la fin de I’essai (1 graine germée).
Tandis que pour Glycine max, la germination commence apres cinquiéme jour et on voie 2
germée/jour a partir du septiéme jour.

Les graines d’autres espéces n’ont présentées aucune germination durant tout la

période de I’essai.

2.3. Précocité de la germination

D’aprés les résultats de la vitesse de la germination, on voie une précocité de la
germination qui a été enregistrés chez Eruca sativa, Salvia hispanica et Portulaca oleracea
pour les témoins (sans traitements).

Aussi pour le trempage dans I’eau pendant 24 heures, on voie une précocité de la
germination qui a été enregistrés chez Lupinus mutabilis, Glycine max, Ricinus communis et
Nigella sativa.

Alors que pour le trempage dans I’eau pendant 1 heure, sauf 1’espéce Lépiduim
sativum qui a une précocité de la germination. Méme chose pour le trempage dans 1’acide
sulfurique pendant Sminute, sauf Hyoscamus miticus qui a une précocité de la germination.

Les essais de germination effectués sur les graines des espéces étudides sous
différentes prétraitements montrent une absence ou présence de germination, cette
performance germinative est lié a I’expression des conditions optimales de la germination
(Sakhrri et al., 2000).

Pour les deux espéces Ajuga iva, Sesamum indicum montre une performance nulle de
germination, cela pose des plusieurs hypothéses tel que : une faible viabilité des lots testés et
cela peut étre dii au probléme de récolte (Come, 1993) ou cette absence de germination peut
s’expliquer par la dureté des téguments des graines empéchant ainsi le développement de
I’embryon et I’émergence de la radicule.

Le degré de dormance différe d'une espéce a une autre (Nakashizuka, 2001), Pour
I’ensemble des especes étudiées pour lesquelles les dormances morphologiques avaient été
supposées, c’est le cas d’Anacyclus valentinus, Salvia hispanica, Eruca sativa, Portulaca
oleracea ce sont des plantes annuelles nous avons montré que pour avoir une germination
rapide et homogene des graines d’Anacyclus valentinus, Salvia hispanica, Eruca sativa,

Portulaca oleracea dans le cas de témoin (sans prétraitements). Ces graines ayant subi des
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prétraitements avant leur semis ont des durées d’attente plus courtes que celles qui n’ont pas
été traitées (Annexe 02). En ce qui concerne la durée de germination, I’étude a également
montré que les courtes durées de germination sont obtenues avec les semences traitées
(Annexe 02).

Nous avons soupg¢onné une dormance physiologique sur lesquelles Nigella sativa,
Lupinus mutabilis, Ricinus communis, Glycine max, Peganum harmala, Lepidium sativum, La
durée de trempage des graines dans I’eau dépend de I’épaisseur et de la dureté des téguments
de la graine. En effet, I'utilisation de I’eau dans le cadre de cette étude a permis non
seulement de réduire le délai entre le semis et la premicére germination, la durée de
germination des graines mais a également augmente le tau de germination.

Pour les graines Peganum harmala, Lepidium sativum trempées dans I’eau pendant
lh possédent une capacité de germination significativement supérieure aux graines non
traitées. Ainsi le trempage des graines dans I’eau favorise la vitesse de germination et a
permis d’extraire les inhibiteurs qui agissent sur le développement de la radicule. Au niveau
de la graine, I’albumen et le tégument peuvent &tre la cause potenticlle de ce type de
dormance car ils peuvent stocker les inhibiteurs (Nivot, 2005).

Comme il a été indiqué, les graines non scarifiées de Nigella sativa, Lupinus
mutabilis et Ricinus communis non traitées méme a une longue période d’incubation allant de
7 jours n’ont pas germées, méme résultat pour le traitement par I’acide sulfurique, indiquant
I’effet inhibiteur du tégument qui les rend imperméable a 1’eau, phénomeéne typique chez les
especes de légumineuses. Ceci corrobore les résultats de Venier et al (2012b) qui ont
rapporté que les graines non scarifiées des arbres l[égumineux n'ont pas révélé d'imbibition ou
de germination a cause de la dureté du tégument. Le traitement le plus efficace est
I'immersion dans I’eau pendant 24h. Selon Dracup et al,. (1993), montre que 1’eau est un
facteur plus important pour la germination des graines de fabacées (G. max, L. mutabilis).
L'eau est d'abord absorbée par les ouvertures naturelles de la graine, puis diffusée a travers ses
tissus (Young et Young, 1986). Les cellules de la graine deviennent ensuite turgescentes.

La capacité, le temps et la vitesse de germination sont plus élevées lorsque les
graines de Hyosyamus muticus et Petroselinum crispum sont scarifiées chimiquement par
I’acide sulfurique pendant (5 min). Nous avons trouvé un méme tau de germination pour les
graines Petroselinum crispum53% lorsque celles-ci sont traitées a I’acide sulfurique concentré
pendant 5 min et trempées dans ’eau distillée pour une durée de 24 heures mais la précocité
de germination est différe et plus rapide pour I’acide sulfurique. Le comportement de

germination de ces espéces en réponse a ces traitements indique donc qu’ils ont une dormance
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physique. Ces graines possedent un tégument trées dur que I’acide sulfurique permet de
ramollir et de le rendre perméable a I’eau montre par (Turner et al. 2009).Ce prétraitement
réputé dans 1’élimination des inhibitions chimiques tégumentaires et des dormances
embryonnaires (Come, 1982 ; Heller et al., 1990 ; Macheix et al., 2005). Les travaux de
Neffati et al. (1996) se rapportant a I’étude de la viabilité des semences de quelques especes
tunisiennes montrent que ’effet de ce prétraitement peut étre positif ou négatif selon les

especes.
3. Germination dans le milieu de culture (MS)

3.1. Taux de germination

100

Taux de germination

Figure 15. Résultats de tau de germination des graines dans le milieu de culture MS pour les
especes étudiées
Le taux germinatif le plus élevée (100%) qui est observé apres 30 jours, a été
enregistré chez les graines de Glycine max, Petroselinum crispum, Lupinus mutabilis, Salvia
hispanica et Ricinus communis. Alors que chez Eruca sativa, le taux de germination des
graines est moin important aprés 30 jours, aussi méme chose pour Lépidium sativum,
Portulaca oleracea et Hyocyamus muticus, et Nigella sativa avec le plus faible tau germinatif

avec seulement 20%. Les quatre autres espeéces n’ont pas germées totalement (Fig. 15 et 16).
3.2. Précocité et Délai de germination dans le milieu de culture MS

Sauf I’espece d’Eruca sativa qui a présenté une précocité de germination des graines
soumis dans le milieu de culture MS. Alors que les autres espeéces sont germées en génale

apres une durée de cinq et huit jours et quinze jours pour Nigella sativa. Aucune germination
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a été enregistré pour les especes de Ajuga iva, Sesamum indicum, Peganum harmala et

Anacyclus valentinus.
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Figure 16. Résultats de la germination des graines dans le milieu de culture MS pour les

especes étudicées
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Les essais effectués ont aboutis a la détermination de la capacité de régénération des
plantes entieres a partir de graine dans le milieu de culture MS sans addition des régulateurs
de croissance, et d'une méthodologie pour une meilleure amélioration des espéces.
Concernant la micro-propagation a partir des graines semis, les résultats obtenus ont montré
que les plupart des graines étudiées sont germée au temps réduit par rapport les essais
traditionnels (le semis dans sol). Nous avons enregistré une croissance nulle dans toute la
période de 30 jours pour les graines A. iva S. indicum,P. harmala, A. valentinus. Pour les
deux derniéres espéces nous avons remarquerons leurs pouvoir germinative dans les boites
pétries.

Abdellatef et al en (2010) montrent nos résultats pour les graines de L. sativummis en
culture sur le milieu MS sans I’addition des hormones, qui ont un taux et vitesse de
germination élevé (60%). Ce résultat est le meilleur par apport nos essais antérieurs dans le
sol et dans les boites pétries.

Nous avons remarqué par ailleurs que le pourcentage du nombre graines germée était
¢élevé apres 7 jours dans le milieu de culture MS ce qui favorise la capacité germinative qui
assure le bon développent des vitro plants, ce qui explique I"augmentation de la vitesse de
croissance des hypocotyles et des racines des deux espéces H. muticus et P. oleracea dans la
période de 30jours.

La germination dans le milieu MS est trés réussie, la majorité des graines ont marqué
une reprise importante, surtout entre 1 a 15 jours, avec une bonne croissance pour les deux
especes N. sativa et E. sativa.

Les meilleures valeurs de la vitesse germinative d’E. sativa sont obtenues aprés 1 jour
par contre les graines de N. sativa qui caractériser par germination lente ce dernier rejoignent
les résultats de Hera et al, (2013) qui ont montré que la germination compléte avec les
feuilles les hypocotyles et les racines durant 11-15 jours.

Les résultats ont montré que la germination des graines de S.hispanica, P.crispum,
G.max, L. mutabilis et R.communis dépendaient de la composition du milieu nutritif. Le plus
efficace s'est avéré étre un milieu basal de MS sans I’addition des régulateurs de croissances,
et qui assurant une germination des graines de 100% entre 5-8 jours apres le semis. Pour les
autres essais, le pourcentage de graines germées ¢tait de 3-64% aprés 7 jours de culture. Il
pourrait suggérer que l'influence favorable des composants de milieu de culture MS a entrainé
une meilleure germination des graines par rapport les autres essais. Cette combinaison était
efficace pour augmenter la vitesse de germination et le bon développement des plantules

(Zayova., 2016).
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Conclusion générale et perspective

Nous avons entrepris ce travail expérimental sur la performance germinative des
graines des plantes médicinales, dans le but de déterminer le prétraitement adéquate.
L’étude effectuée au laboratoire montre un effet des prétraitements sur la germination de
des graines des espeéces étudiées. Les comparaisons permettent de classer comme suit les
especes étudiées :

= Especes avec des meilleurs délais de germination dans le sol comme Eruca sativa.

= Espéces avec une grande faculté germinative: Portulaca oleracea, Salvia
hispanica, Eruca sativa et Anacyclus valentinus qui sont montrés une aptitude pour la
germination sans traitement préliminaire des graines.

=  Especes nécessitent un traitement préliminaire avec le trempage dans I’eau pour
germer . Glycine max et Petroselinum crispum, Nigella sativa, Peganum harmala, Lépidium
sativum et Ricinus communis.

» Especes avec une précocité de la germination Eruca sativa, Salvia hispanica et
Portulaca oleracea pour les graines non traitées (témoins). Aussi pour le trempage dans 1’eau
pendant 24 heures, une précocité de la germination a été enregistrés chez Lupinus mutabilis,
Glycine max, Ricinus communis et Nigella sativa. Alors que pour le trempage dans 1’eau
pendant 1 heure, sauf I’espéce Lépiduim sativum qui a une précocité de la germination. Et
pour le trempage dans I’acide sulfurique, sauf Hyoscamus miticus qui a une précocité de la
germination.

La germination dans le milieu de culture MS a donné la meilleure performance de
croissance pour toutes les graines des espéces étudiées sauf les quatre espéces qui ont une
difficulté¢ germinatif: Anacyclus valentinus, Ajuga iva, Peganum harmala et Sesamum
indicum.

On peut dire que les espéces étudiées présentent des comportements trés vari€s vis-a-
vis des prétraitements au moment de leur germination.

Notre travail n’est qu’une introduction a la recherche sur les facteurs de germination
des graines des plantes médicinales. Mais, pour arriver a cet objectif il est indispensable de
faire une étude plus compléte. il sera donc, plus intéressant de 1’étaler sur tous les paramétres
influengant la germination a savoir intrinséques et extrinséques ainsi que I’influence des
conditions de conservation des graines, en diminuant aussi le nombre d’especes et de familles
pour permettre une étude plus synthétique et compléte, et mettre en évidence I’importance de
I’augmentation du performance germinatives des graines des plantes médicinales, pour mieux

les exploiter et préserver en méme temps.
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Annexes

Annexe 01. Délai et nombre des graines germées apreés 60 jours dans le sol des différentes

Annexes

especes ¢tudiées

N Espéce Délai de Nombre des graines
germination(Jours) germées (60j)
1. | Hyocyamus muticus 0 0
2. | Lupinusmutabilis 0 0
3. | Glycine max 0 0
4. | Nigella sativa 0 0
5. | Anacyclusvalentinus 0 0
6. | Ajugaiva 0 0
7. | Sesamumindicum 0 0
8. | Eruca sativa 8 35
9. | Portulacaoleracea 17 13
10. | Salvia hispanica 17 40
11. | Lépidiumsativum 20 8
12. | Petroselinum crispum 30 30
13. | Peganumharmala 45 33
14. | Ricinuscommunis 50 2

Annexe (2. Résultats de la comparaison de taux de germination des graines dans les boites

pétries pour les quatre traitements et les taux de germination pour les quatorze espéces
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Annexe 03 : Vitesse de germination des graines des especes étudi€es sen fonction de temps pour

les témoins (sans traitements).

Nombre
des . . . . . . .
Espéce graines | (D | (2D G | @) | G | (©) (79
cultivées
Lépidiumsativum 80 0 0 0 0 0 0 0
Portulacaoleracea 80 0 26 45 70 76 76 77
Hyocyamus muticus 80 0 0 0 0 0 0 0
Ricinuscommunis 25 0 0 0 0 0 0 0
Eruca sativa 80 0 60 66 70 72 77 80
Salvia hispanica 80 0 48 49 55 60 70 78
Lupinusmutabilis 25 0 0 0 0 0 0 0
Glycine max 25 0 0 0 0 0 0 0
Peganumharmala 50 0 0 0 0 0 0 0
Petroselinum crispum 15 0 0 0 0 0 0 0
Nigella sativa 15 0 0 0 0 0 0 0
Anacyclusvalentinus 50 0 0 4 4 5 6 7
Ajugaiva 50 0 0 0 0 0 0 0
Sesamumindicum 50 0 0 0 0 0 0 0

Annexe 04: Vitesse de germination des graines des espéces étudiéesen fonction de temps pour

les le trempage dans I’eau pendant 24 heures.

Nombre
X des . . . . . . .
Espece araines | @y | Gy | @) (G| ©) | (7))
cultivées
Lépidiumsativum 80 0 0 0 0 0 0 0
Portulacaoleracea 80 0 0 0 0 0 0 0
Hyocyamus muticus 80 0 0 0 0 0 0 0
Ricinuscommunis 25 0 0 10 13 14 | 15 19
Eruca sativa 80 0 0 0 0 0 0 0
Salvia hispanica 80 0 0 0 0 0 0 0
Lupinusmutabilis 25 1 8 9 11 11 12 12
Glycine max 25 0 7 9 9 11 12 12
Peganumharmala 50 0 0 0 0 0 0 0
Petroselinum crispum 15 0 0 0 1 2 6 8
Nigella sativa 15 0 1 2 2 2 3 3
Anacyclusvalentinus 50 0 0 0 0 0 0 0
Ajugaiva 50 0 0 0 0 0 0 0
Sesamumindicum 50 0 0 0 0 0 0 0
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Annexe 05 : Vitesse de germination des graines des espéces étudiées pour les le trempage dans

I’eau pendant 1 heure.

Nombre
Espéce des graines | (1j) | (2) | G) | 4D | GD | 6D | (7D)

cultivées
Lépidiumsativum 80 10 60 70 76 77 78 78
Portulacaoleracea 80 0 0 0 0 0 0 0
Hyocyamus muticus 80 0 0 0 0 0 0 0
Ricinuscommunis 25 0 0 0 | 2 3 3
Eruca sativa 80 0 0 0 0 0 0 0
Salvia hispanica 80 0 0 0 0 0 0 0
Lupinusmutabilis 25 0 0 0 0 0 0 0
Glycine max 25 0 0 0 0 0 0 0
Peganumharmala 50 0 0 0 0 0 0 21
Petroselinum crispum 50 0 0 0 0 0 0 0
Nigella sativa 15 0 0 1 1 1 1 1
Anacyclusvalentinus 50 0 0 0 0 0 0 0
Ajugaiva 50 0 0 0 0 0 0 0
Sesamumindicum 50 0 0 0 0 0 0 0

Annexe 06. Vitesse de germination des graines des espéces étudiées en fonction de temps pour

le trempage dans I’acide sulfurique pendant Sminute.

Nombre des
Espéce graines | (1j) | (2) | G | (4D | GD | 6D | (7}
cultivées
Lépidiumsativum 80 0 0 0 0 0 0 0
Portulacaoleracea 80 0 0 0 0 0 0 0
Hyocyamus muticus 80 0 1 3 9 10 11 11
Ricinuscommunis 25 0 0 0 0 0 0 0
Eruca sativa 80 0 0 0 0 0 0 0
Salvia hispanica 80 0 0 0 0 0 0 0
Lupinusmutabilis 25 0 0 0 0 0 0 0
Glycine max 25 0 0 0 0 0 1 2
Peganumharmala 50 0 0 0 0 0 0 0
Petroselinum crispum 15 0 0 0 0 3 4 8
Nigella sativa 15 0 0 0 1 1 1 1
Anacyclusvalentinus 50 0 0 0 0 0 0 0
Ajugaiva 50 0 0 0 0 0 0 0
Sesamumindicum 50 0 0 0 0 0 0 0
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Annexe 07 : Résultats de la comparaison de taux de germination des graines dans le milieu de

culture MS pour les espéces étudiées

@ n 38 wn o
L ., i O g Q 78 —~~ wn L g .S
Espece 5.2 5 g5 3 @B | EE| BE | 5E
23 E SES|2EQ| PE|EE|ES
,_<Z:> o = =g —£ g?o N 4 S S §
Peganum 5 Dans I’eau 1h 0 0 0 0 0
harmala
Anacy?lus 5 Sans 0 0 0 0 0
valentinus trempage
. . Sans
Ajuga iva 5 trempage 0 0 0 0 0
Sgsqmum 5 Sans 0 0 0 0 0
indicum trempage
ngglla 5 24},1 dans 15 1 4 20 30
sativa I’eau
Lépidium ,
3 5 Dans I’eau 1h 7 3 0 60 0
sativum
Portulaca 5 Sans 5 3 0 60 0
oleracea trempage
Hyocy.amus 5 Ac1(.ie 5 3 0 60 0
muticus sulfurique
Eruca sativa 5 Sans | 4 0 80 0
trempage
Rlcmus.comm 3 2413 dans 3 3 0 100 0
unis I’eau
Salvia 5 Sans 5 5 0 100 0
hispanica trempage
Lupzr.n'tsmuta 3 241:1 dans 5 3 3 100 100
bilis L I’eau
Glycine max 3 2411,‘ dans 8 3 0 100 0
eau
Petrqsel inum 5 Ac1(.ie 7 5 0 100 0
crispum sulfurique
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