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Abstract

Risk assessment of pesticides is a key step to prevent environmental contamination.
Indeed, the use of pesticides involves risks of chemical contaminations of air, water and soil
leading to pollutions having toxicological (for human) and ecotoxicological (for organisms
other than humans) consequences. A part of our work consists of toxicological study of two
herbicides widely used in agriculture: Sekator and Zoom after their use in treatment of weeds
in the field, on a plant model: durum wheat (Triticum durum Desf) Waha variety and
common wheat (Triticum aestivum L) of Hidhab (HD1220) variety.

The toxicity of the xenobiotic is looked through the determination of biochemical
(proline content, soluble sugars content and proteins content), physiological (chlorophyll
content a, b and a+b), enzymatic (catalase, ascorbate peroxydase, guaiacol peroxydase) and
non-enzymatic (phenolic compounds and malondialdehyde) parameters at the plant level. The
physicochemical parameters measured at the soil include: pH, electrical conductivity (E.C),
available sodium content (Na), content of available phosphorus (P), available potassium
content (K) and organic matter (OM). We studied also the impact of stress in some
morphological (talls number, number of spikes / m2, number of grain / spike, weight of grain,
plant height, number of nodes and leaf area) and anatomic parameters. These tests have
shown that wheat has a high phenotypic variability for measured characteristics including
plant height, number of spikes / m?, number of grain / spike, weight of grain and leaf area.
Also biochemical changes (proline, proteins and total sugars), physiological (chlorophylls a,
b and a + b), enzymatic (GPX, APX, CAT) and non-enzymatic. Visible signs of the impact
of abiotic stress were also visualized on the diagnosed tissue of some organs. Exposure to
Sekator herbicide performed all the physicochemical parameters of soil where reductions in
K, EC, P and OM rate were observed, while level of P and OM were increased, especially
under Zoom herbicide treatment.

Finally, adaptation of plants to binding conditions of their environment requires
morphological and metabolic changes. These changes should help minimize the harmful

effects of stress and allow the plant to survive.

Keywords: Triticum, soil, xenobiotic, toxicity, biomarkers.



Résumé

L’évaluation des risques des pesticides est une étape clé dans la prévention de la
contamination de I’environnement. En effet, I’utilisation des pesticides engendre des risques
de contaminations chimiques de I’air, de 1I’eau et du sol qui peuvent avoir des conséquences
toxicologiques (pour I’homme) et écotoxicologiques (pour les organismes vivants autres que
I’homme). Une partie de notre travail consiste a étudier 1’effet de deux herbicides, largement
utilisé en agriculture: le Sekator et le Zoom utilisés dans le traitement des mauvaises herbes
en plein champ, sur un modele végétal : le blé dur (Triticum durum Desf) de la variété
Waha, et le blé tendre (Triticum aestivum L) de la variété Hidhab (HD1220).

La toxicité de ce xénobiotique est recherchée a travers le dosage des parametres
biochimiques (la proline, les sucres solubles et les protéines totales), physiologiques
(chlorophylles a, b et a+b), enzymatiques (la catalase, 1’ascorbate peroxydase, le guaiacol
peroxydase) et non enzymatiques (les composées phénoliques et le malondialdéhyde) au
niveau de la plante. Le pH, la conductivité électrique (C.E), la teneur en sodium (Na), la
teneur en phosphore (P), la teneur en potassium (K) ainsi que le taux de la matiere organique
(MO), représentant les parametres physico chimiques mesurés au niveau du sol. Nous avons
aussi etudié l'impact du stress abiotique sur quelques paramétres morphologiques (nombre
des talles, nombre des épis /m?, nombre de grain/épi, poids de grains, hauteur du plant,
nombre des nceuds et la surface foliaire) et anatomiques. Ces tests, ont montré que le blé,
présente une importante variabilité phénotypique pour les caractéres mesures: la hauteur des
plants, le nombre d’épis/m?, le nombre de grain/épi, le poids de grains et la surface foliaire.
Ainsi des modifications biochimiques, physiologiques, enzymatiques et non enzymatiques.
Des signes visibles de I'impact du stress abiotique ont été aussi visualisés sur les tissus des
organes diagnostiqués. L’exposition a I’herbicide Sekator a affecté I'ensemble des parametres
physicochimiques du sol ou des réductions du K, de C.E, du P et du taux de la MO ont été
observées, Cependant nous avons enregistre une stimulation du P et de la MO, sous I’action
de I’herbicide Zoom.

En conclusion, ’adaptation des végétaux aux conditions contraignantes de leur
environnement nécessite des modifications morphologiques et métaboliques. Ces
changements doivent aider & minimiser les effets nocifs des stress et permettre a la
plante de survivre.

Mots clés: Triticum, sol, xénobiotique, toxicite, biomarqueurs.
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Chapitre 1 ; imtroduction

oemerale



Généralités

Les céréales occupent a 1’échelle mondiale une place primordiale dans le systeme
agricole. elles sont considérées comme une principale source de la nutrition humaine et
animale (Slama et al., 2005). Parmi ces céréales, Le blé occupe la premiere place dans la
production mondiale et la deuxiéme aprés le riz, comme source de nourriture pour les
populations humaines, il assure 15% de ses besoins energétiques (Bajji, 1999).

Le blé est cultivé principalement dans les pays du bassin Méditerranéen a climat aride
et semi-aride, 1a ou I’agriculture est dans la plus mauvaise passe. Elle se caractérise par
I’augmentation de la température couplée a la baisse des précipitations, en plus la
désertification et la sécheresse tuent les sols agricoles (Abeledo et al., 2008).

En 2011 et 2012, la production mondiale de blé a été de 674 millions de tonnes (FAO,
2011). En 2013, 704 millions de tonnes de blé ont été produites dans le monde (FAO, 2013),
soit une progression de 6,5%. L’union européenne est le premier producteur de blé au monde
dont la France occupe le deuxiéeme rang (2,4 millions de tonnes en 2012) apres
I’Italie (Lelamer et Rousselin, 2011). La France est le principal fournisseur de blé
dur de I’Algérie. La consommation mondiale moyenne de bl¢ était de 67,5 kg par
habitant en 2011 (FAO, 2011). Les pays d’Afrique du Nord et d’Asie sont parmi les
principaux consommateurs de blé par habitant au niveau mondial, I’Algérie occupe le
deuxiéme rang aprés la Tunisie avec une consommation de presque 240 kg par habitant et
par an (FAO, 2014).

Le grain est principalement constitué d’amidon (environ 70%), de protéines (10 a
15%) et de pentosanes (8 a 10%) et contient aussi en faibles quantités des lipides, de la
cellulose, des sucres libres, des minéraux et des vitamines. Les sons de blé sont constitués
principalement de polysaccharides, incluant des arabinoxylanes, des xyloglucanes et de la
cellulose, mais contiennent aussi des quantités significatives d’acides phénoliques, de lignine
et de protéines (Parker et al., 2005).

Les protéines du blé sont la base de qualité technologique des produits de premiere
transformation (Semoule de blé dur et farine de bl¢ tendre) et contribuent a I’expression des
caractéristiques culinaires de produit de deuxieme transformation (pates alimentaires,
couscous,...) et a bien d’autres mets comme le pain, le frik, et divers gateaux (Troccoli et al.,
2000). Selon Hébrard (1996), la composition nutritionnelle de blé tendre et de blé dur (pour
100 g de grains entiers) est représentée dans le tableau 1.




Au cours de la digestion, les protéines sont réduites en leurs acides animes

constitutifs, lesquels sont absorbés dans la circulation sanguine pour se reformer en protéines

nécessaires a la croissance, a I’entretien et a la réparation des cellules humaines (Aykroyd et

Doughty, 1970).

Tableau 1. Composition nutritionnelle de blé tendre et de blé dur (Pour 100 g de grains

entiers) (Hébrard, 1996).

Compositions Ble tendre Blé dur
Eau (g) 13,5 13
Energie (K joules) 1398 1383
Energie (K cal) 334 331
Glucides (g) 67,3 63
Lipides (g) 2 2,5
Protides (g) (N x 6, 25) 11,7 14
Fibres alimentaires (g) 9,6 9,5
Calcium (mg) 30 35
Magnésium (mg) 173 100
Phosphore (mg) 340 390
Sodium (mg) 5 5
Potassium (mg) 370 /
Fer (mg) 3,4 4,5
Vit B1 (mg) 0,45 0,5
Vit B2 (mg) 0,1 0,09
Vit pp (mg) 5 6
Vit E (mg) 2,5 3
Biotine (mg) 0,005 0,01
Acide folique (mg) 0,05 0,45
Vit B6 (mg) 0,04 0,5

Pour faire face au besoin alimentaire de la population, qui en 2020, devrait atteindre 8

milliard d’hommes, la production de blé et de riz, principales cultures vivrieres, devra

augmenter de 40 a 50% en tonnage. Par conséquent, I’application des pesticides s’est avérée

une nécessité, voire une obligation a travers le monde. Un pesticide est donc toute substance




ou mélange de substances chimiques (naturelles ou synthétiques) utilisée pour lutter contre
les ravageurs qui portent atteinte aux ressources végétales ou animales, nécessaires a
I’alimentation humaine. Ces produits, sont également appelés agropharmaceutiques ou
phytosanitaires

L’usage intensif et abusif de pesticides n’est pas sans conséquences. Les pesticides les
plus efficaces sont essentiellement chimiques, les impacts sont donc accumulatifs et lourds
pour les étres vivants et leur environnement. Parmi les principaux pesticides chimiques et
toxiques on peut citer les suivants :

* Les herbicides : ce sont des substances destinées a éliminer les mauvaises
herbes adventices des cultures. Ils ont des modes d’action peu diversifiées car ils
agissent sur une ou plusieurs étapes de la photosynthése (Cairns et Sherma, 1996;
Hildebrandt et al., 2008).

« les insecticides : sont toutes les substances qui tuent les insectes, empéchent
I’éclosion des ceufs, alterent le développement normal des larves ou la maturation
sexuelle (Faurie, 2003).

* les fongicides: lls servent a combattre la prolifération des champignons
pathogenes. Ils permettent de lutter contre les maladies cryptogamiques qui causent
de graves dommages aux végétaux cultivés (Cairns et Sherma, 1996).

* Les mollucides employés vis-a-vis des escargots et limaces qui font des dégats dans
les cultures maraicheres.

* Les nématocides employés contre les vers.

* Les rodenticides employés contre les oiseaux ravageurs.

Les trois classes de loin les plus utilisées sont les herbicides, les insecticides et les fongicides
(Chafik, 1997).

L’emploi des pesticides dans 1’agriculture ne comporte pas uniquement des effets
bénéfiques, mais également des conséquences néfastes pour I’environnement et pour la santé
humaine.

Plusieurs études ont mis en évidence des toxicités sur la faune et sur la flore. On peut
citer quelques travaux réalisés sur le genre Triticum, au sein de laboratoire de toxicologie
cellulaire de 1’université Annaba (Meksem et al.,, 2007 ; Hennouni et al., 2008;
Bouchlaghem et al., 2011 ; Ghozlene et al., 2013 ; Souahi et al., 2014 ; Belahcene et al.,
2015 ; Alayat, 2015...). Généralement, les risques attribuables aux pesticides sont cependant
difficiles a circonscrire vu le nombre élevé d’organismes vivants, leur sensibilité différente

aux pesticides, la grande diversité des milieux et des pesticides employés, ainsi que la




difficulté de recenser les effets engendrés. Certains cas liés aux effets de ces produits sur les
communautés benthiques (Richard et al., 2004), les amphibiens (Aubertot et al., 2005,
Bérubé et al., 2005), les poissons (Gendron et al., 1997, Dorval et al., 2005), les oiseaux et
les mammiféres ont cependant été étudiés. Des études récentes ont montré que les pesticides
peuvent altérer les écosystemes aquatiques (Schéafer et al., 2007), et certaines microflores qui
sont essentielles a la fertilité des sols (Downing et al., 2008). Ainsi, la fertilité des sols peut
étre ébranlée a travers la diminution voire la disparition de certaines populations comme
celles des lombrics (CPP, 2002).

En effet, suite a leur épandage sur les sols agricoles, une partie des pesticides, rejoint
soit I'atmospheére par volatilisation, soit les eaux de surface par ruissellement superficiel, soit
les eaux souterraines par entrainement en profondeur (Figure 1). Cependant, pour la plus
grande partie d'entre eux, ces produits vont séjourner au sein des sols, restant en solution dans
I'eau ou ils pourront étre dégradés par les micro-organismes, ou retenus de facon plus ou

moins forte par certains éléments solides présents dans le sol (Barbash et Resek, 1996).
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Figure 1. Devenir dans I’environnement des herbicides appliqués en zones agricoles
(Polard, 2010).




Parallélement aux risques environnementaux, existent des risques sanitaires. En effet,
le nombre de maladies professionnelles listées par la MSA (Mutualité Sociale Agricole) qui
sont liées a I'utilisation de pesticides, ne cesse de croitre depuis une vingtaine d’années
(leucémie et lymphomes par exemple). Les produits phytosanitaires ont donc des propriétés
toxiques avérées sur I’homme (Tron et al., 2001; Meeker et al., 2006).

Une toxicité neurologique aigué, l'affaiblissement du développement neurologique
chronique, un dysfonctionnement des systémes immunitaires, de reproduction et endocrinien
ont également été rapportés. L’exposition aux pesticides peut aussi €tre la cause du
développement de cancer (Hercegova et al., 2007). Les risques modérés liés a une mauvaise
application incluent des maux de téte, des éruptions cutanées ou encore des troubles de la
vision. Les résultats issus de différentes études illustrent certains des effets néfastes pouvant
étre observés. Il a été effectivement mis en évidence, qu’une exposition a certaines
substances pouvait entrainer un déreglement du systeme immunitaire (Rekha et al., 2006).
Certains pesticides sont aussi considérés comme étant des perturbateurs endocriniens, c’est a
dire qu’ils interférent avec les hormones, en simulant leur action. Par ailleurs, il a été montré
que chez les agriculteurs, les cancers de la prostate et de I’estomac étaient plus fréquents
(Meyer et al., 2003). Ce comportement a été confirmé par 1’équipe de Quintanilla-Vega qui a
identifié certains pesticides et leurs produits de dégradation, comme des agents susceptibles
de nuire a la fertilité masculine, en particulier, via une toxicité testiculaire (SAnchez-Pefia et
al., 2004). Par ailleurs, une étude conduite aux Etats Unis a mis en évidence la présence de
résidus de pesticides dans différentes matrices : urine, sang, tissus adipeux et lait maternel.

Avant ’utilisation des produits phytosanitaires, les systémes de culture étaient congus
pour assurer le meilleur compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production
de la culture. Cependant, les pertes en rendement des productions agricoles dues aux
maladies, aux ravageurs et aux mauvaises herbes pouvaient atteindre des
proportions importantes (Oerke et Dehne, 1997). D'apres Oufroukh et Hamadi, (1993), 20
% des pertes de rendements en céréaliculture sont dues aux mauvaises herbes.

Les mauvaises herbes sont considérées comme nuisibles, principalement en raison de
la compétition qu’elles exercent sur les cultures pour la lumiere, 1’eau et les éléments
minéraux (Doré et al., 2006). Aussi a faibles densités, les adventices peuvent étre
préjudiciables en produisant des graines qui augmenteront le stock semencier du sol et
germeront dans les cultures suivantes. Parmi les monocotylédones les plus importantes en

Algérie, la folle avoine (Avena sterilis), le brome (Bromus rigidum) et le Phalaris (Phalris

-,



brachystachys). Les dicotylédones on trouve la moutarde des champs (Sinapis arvensis), le
coquelicot (Papaver rhoeas) et le souci des champs (Calendula arvensis) (Belaid, 1990).

L'application d'herbicides pour la répression des mauvaises herbes est une pratique
répandue en agriculture. Le désherbage des cultures est une nécessité, non seulement a cause
des pertes de rendement, dues a la concurrence exercée par les mauvaises herbes, mais aussi
parce que la présence de celles-ci entraine des diminutions de la qualité des récoltes, ainsi que
des problemes de séchage, de transport et d'entreposage des récoltes (Scalla et Gauvrit,
1991).

La nature des mauvaises herbes, n’étant pas unique, une variété d’herbicides sont
disponibles pour les agriculteurs. 1l est possible de les regrouper en différentes
catégories ou classes, en fonction de leur sélectivité, de leur famille chimique, de leur mode
de pénétration et d’absorption par les plantes, ainsi que de leur période d’application
(usage préventif ou curatif) (Agra-Ost, 2006). La nouvelle classification provient de
I’Herbicide Resistance Action Committee (HRAC), un organisme international qui a pour
objectif la coordination d’actions en mati¢re de gestion de la résistance aux herbicides

(Beckert, 2011). Le tableau suivant (Tableau 2) résume la classification de ’'HRAC.




Tableau 2. Classification des herbicides selon 'HRAC (Beckert, 2011)

Classe  de | Famille Molécule cible Type Consequence
I’herbicide | chimique d’interaction
Classe A Familles des | Carboxyl Inhibition Non  synthese de
cyclo  hexane | transférase compétitive I’acétyl coenzyme A
diones et des carboxylase essentielle
aryloxyphénoxy a la formation des
propionates acides gras.
Classe B sulfonylurées Aceétolactate Inhibition Non synthese des
et synthase allostérique acides amines:
imidazolinones leucine, isoleucine et
valine.
Classe C Bromoxynyl Plastoquinone Inhibition Les électrons libérés
compeétitive par la photolyse de
I’eau sont captés par
le dioxygéne qui
provoque la
peroxydation des
lipides.
Classe G Glyphosate Phosphoénol Inhibition Non synthese de
pyruvate compétitive I’énoyl pyruvyl
shikimate-3 phosphate
synthase essentielle a
la formation des
acides amineés
aromatiques.
Classe H Glufosinate Glutamine Inhibition Non synthese de la
synthase compétitive Glutamine permettant
la dégradation des
glyoxylates toxiques
provenant de la
photorespiration.
Classe O Dicamba Il agit de maniére | Dérégularisation | Croissance anarchique
similaire a I’acide | de la croissance | destissus provoquant
indolacétique. des tissus. les symptomes
d’épinasties et de
fasciations.

Dans ce travail, nous avons évalué la toxicité de deux xénobiotiques sur des cultures

ceréalieres : Triticum durum Desf et Triticum aestivum L. Il s’agit des deux herbicides :

Sekator et Zoom, appartenant a la famille des sulfonylurées et de dicamba.

Les sulfonylurées sont des herbicides appartenant au groupe des inhibiteurs de

I’acétolactate synthase (ALS), une enzyme végétale impliquée dans la synthése de trois

acides aminés: la leucine, 1I’isoleucine et la valine. L’inhibition de 1’enzyme par ces




herbicides stoppe la synthése de ces trois acides aminés indispensables au développement de
la plante, provoque un arrét de sa croissance, puis sa mort (Delabays et al., 2006). L’A.L.S
est présente uniquement chez les végétaux, ce qui explique, la forte phytotoxicité du produit
et sa faible toxicité pour le régne animal en général, et ’homme en particulier. L’inhibition
de I’enzyme A.L.S. entraine, trés rapidement apres application, un blocage de la croissance
des plantes sensibles et supprime donc toute compétition vis-a-vis de la culture (Brown,
1990).

La structure chimique des sulfonylurées est composée de trois parties distinctes:
groupement aryle, pont et hétérocycle (Figure 2). Chaque partie joue un role tres important
quant a I’action herbicide de la molécule.

D'un autre c6té, I'emploi répété de sulfonylurées a donné lieu a l'apparition de
biotypes résistants de mauvaises herbes. Dans presque tous les cas, ces résistances sont dues a

des formes mutantes de I'enzyme cible (Guttieri et al., 1995).
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Figure 2. Structure générale des sulfonylurées (Chafik, 1997).

Le dicamba est un herbicide systématique sélectif utilisé pour détruire une grande
panoplie de mauvaises herbes dans la culture du bl¢, de 1’avoine, de 1’orge, du mais et du
gazon. Il peut étre transporté par 1’air puisqu’il peut subsister sous forme de vapeur ou
adsorbé aux particules dans 1’atmosphere (Gouvernement du Québec, 2002).

Les herbicides du groupe 4, sont des herbicides de type hormonal, appelés herbicides
auxiniques et décrits comme des auxines synthétiques ou des régulateurs de croissance avec
une action herbicide, ou des herbicides avec une activité de régulateur de croissance (Sterling
et Hall, 1997). lls sont nommés ainsi parce qu'ils miment l'action de l'auxine, plus
particulierement de l'acide indole-3-acétique (AlA), dans la plante (Grossmann, 2003). Au
niveau cellulaire, les herbicides auxiniques stimulent la synthése d'acides nucléiques (ADN et
ARN) et des protéines. Au niveau tissulaire, la division, et surtout I'¢longation des cellules,

sont activées (Gauvrit, 1996).




Au cours de I’évolution, les plantes ont développé des mécanismes complexes pour
absorber les substances organiques ou minérales du sol, de I’eau et de 1’air a travers leurs
racines et leurs feuilles, lesquelles sont ensuite transportées dans d‘autres parties de la plante
pour étre utilisées, transformées, dégradées ou stockées (Cunningham et al., 1996 ; Polessp,
2005). Cette technique connue sous le nom de phytoremédiation « phyto » = plante et «
remedium » = rétablissement de 1’équilibre, remédiation, la phytoremédiation est définie
comme |’utilisation de plantes pour extraire ou transformer les polluants organiques et aussi
inorganiques (plus particulierement les métaux lourds) (Salt et al., 1998). Les aspects
technologiques d’efficacité, de colit du traitement et les aspects économiques sont abordés.
Plus précisément, Les types de stratégies de phytoremédiation, particulierement utilisés dans
la dépollution sont décrits ci-dessous:

(1) Phytostimulation : Les plantes secréetent des exsudats racinaires qui peuvent étre
utilisés par les communautés microbiennes et promouvoir leur développement et leurs
activités. Cette stimulation microbienne dans la rhizosphere modifie la bioaccumulation,
oxydation/réduction biologique et biométhylation des polluants (McGrath, 1998).

(2) Phytostabilisation : Utilisation des plantes pour réduire la biodisponibilité des
polluants par les écoulements (latéraux ou en profondeur) ou immobiliser les composés
polluants en les liants chimiquement par précipitation, stabilisation, absorption ou piégeage
de ceux-ci par la plante. Cette technique permet d’éviter la dispersion des polluants dans les
eaux de surface et souterraines (Cunningham et al., 1995).

(3) Phytoextraction : Utilisation de plantes qui absorbent les polluants dans les sols
par les racines, puis transferent et accumulent ceux-ci dans leurs parties récoltables (feuilles,
tiges et racines). Les polluants vont se complexer avec des acides organiques ou des acides
aminés synthétisés par la plante. lls sont ensuite récupérés en incinérant ou compostant la
biomasse de plante (McGrath, 1998).

(4) Phytovolatilisation : Utilisation de plantes qui absorbent des contaminants
organiques et autres produits toxiques, transformant ceux-ci en eléments volatiles peu ou pas
toxiques et les relachant dans I’atmosphére via leurs feuilles (McGrath, 1998).

La phytoremédiation est une technique qui utilise 1’efficacité des plantes pour
dépolluer les matrices et pour que ce rendement soit optimal, les plantes doivent tolérer le
stress et la toxicité liés a la pression chimique. Dans le cas des organochlorés, il a été
démontré que le lindane pouvait inhiber la germination et le développement de la plantule

(mesuré par pesée de la biomasse) de plusieurs espéces végétales, exemple : Triticum,




Trifolium, Avena, etc (Lichtenstein et al., 1962, Salazar et Paulsen 1971, Verma et Pillai
1991, Pereira et al., 2010).

Afin de répondre au besoin d’évaluation de I’impact biologique des contaminations,
des outils de diagnostic ont été développés comme Les biomarqueurs qui sont définis
comme «un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique ou comportemental, et révéle donc I’exposition présente ou passée
d’un individu & au moins une substance chimique a caractére polluant » (Lagadic et al.,
1997). Par definition, ils visent alors a appréhender la contamination dans le contexte
biologique.

A T’heure actuelle, aucun biomarqueur n’a été identifié, comme étant spécifique des
herbicides. En raison de la trés grande variété de molécules, et de la diversité des effets
potentiels et des modes d’action, de nombreuses mesures biologiques, relatives a I’ensemble
des échelles biologiques, sont utilisées en tant que biomarqueur pour évaluer les effets des
herbicides sur le genre Triticum.

Les biomarqueurs chimiques les plus précoces sont souvent ceux liés aux mécanismes
de défense induits par ’organisme. Les herbicides sont des substrats des protéines de
résistance aux multixénobiotiques (Leslie et al., 2001). De maniére générale, la présence de
xénobiotiques dans les cellules conduit a D’activation des systemes biochimiques de
détoxication.

Les voies de detoxication incluent trois phases possibles (Figure 3):

La phase | : Phase de biotransformation, qui convertit les xénobiotiques, le plus souvent trés
lipophiles, en des molécules plus polaires, par le biais de processus d’hydrolysations
oxydatives variés et/ou réductives (Komives et Gullner, 2005). Cette phase fait intervenir
des enzymes de détoxication telles que les monooxygénases a cytochromes P450, estérases,
oxydases, déhalogénases ... .

La phase Il : Phase de conjugaison, qui convertit les xénobiotiques par ajout d’un
groupement sucre, acide aminé ou de petits peptides. Cette phase de la métabolisation peut
intervenir directement ou apreés le passage par la phase | de biotransformation. Le conjugué
ainsi formé est également plus hydrophile que la molécule de départ et moins toxique, faisant
intervenir des enzymes de détoxication avec principalement les Glutathion-S-Transférases
(GSTs) et les UDP-Glycosyltransférases (UGTs ou GTs) (Pflugmacher et al., 1999, Loutre
et al., 2003).




La phase 111 : Phase de séquestration/compartimentation des métabolites conjugués dans la
vacuole des cellules végétales ou de fixation aux composants de la paroi cellulaire, comme la
lignine, la pectine, la cellulose ou 1’hémicellulose (Coleman et al. 1997, Dietz et Schnoor
2001).

Paroi cellulaire
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Figure 3. Mécanisme de métabolisation dans la cellule végétale. X: Xénobiotiques, ER:
Reticulum Endoplasmique, Golgi Ap: Appareil de Golgi, Ox: Oxydation, Red:
Réduction (Tissut et al., 2006).

Le mécanisme de défense antioxydant est également utilis¢€ comme support d’études
de biomarqueurs. Le métabolisme aérobie induit en permanence la formation de radicaux
libres (molécules contenant un ou plusieurs électrons non appariés). Cette production est
compensée par des mécanismes antioxydants, maintenant 1’homéostasie redox. Ces
mécanismes sont répartis en deux classes: les systtmes de défense enzymatiques
(Superoxyde dismutase, catalase et glutathione peroxydase) et non-enzymatiques (glutathion,
vitamine E, ascorbate, B-caroténe, et urate). Lorsqu’un déséquilibre se crée entre la
production et la neutralisation des radicaux libres, 1’organisme est soumis a un stress
oxydatif. Les radicaux libres tendent en effet a se stabiliser en arrachant les électrons
nécessaires a leur stabilité, aux molécules présentes dans la cellule. Les lipides, les protéines
et les acides nucléiques sont alors susceptibles d’étre altérés, mettant ainsi en jeu I’intégrité

des cellules (Polard, 2010).
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Les membranes lipidiques, sont particulierement affectées en cas de stress oxydatif.
En raison de leurs doubles liaisons, les acides gras polyinsaturés sont particulierement
sensibles a la peroxydation. En effet, quand un lipide polyinsaturé est oxydé, la formation du
radical peroxyde lipidique qui en résulte, peut a son tour oxyder une nouvelle chaine non
saturée et propager la réaction (Figure 4). Les membranes peroxydées perdent leur fluidité et
leur perméabilité. De plus la plupart des produits de la lipopéroxydation (radicaux alkoxyl,
aldéhyde, alcanes, époxyde et alcools) sont toxiques et certains sont mutagénes. lls peuvent
former des adduits a I’ADN (Polard, 2010).

1%
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’

Lipide insaturé y + "OH / 4 Radical lipidique
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o
Propagation

Peroxyde lipidique Radical peroxyl lipidique

Figure 4. Séquence de réaction de péroxydation lipidique (Young et McEneny, 2001).

Objectifs de travail

Le blé est une céréale importante en termes de consommation intérieure dans de
nombreux pays du monde. Il sert principalement & la fabrication de semoule, matiere
premiére des pates alimentaires (Feillet, 2000). La volonté d'augmenter les rendements ont
conduit a une utilisation croissante des pesticides. Ces pratiques ont causé, suite a une
utilisation massive, une contamination de 1’environnement et en particulier une pollution
diffuse d’un grand nombre d'aquiféres sur I'ensemble du territoire (Benmahdi, 2008) et c’est
dans ce sens que nous nous sommes intéresses aux sulfonylurées et acides benzoiques
(Sekator et Zoom) (herbicides largement utilisé en agriculture dans notre région de Tébessa

(zone semi arides algérienne).
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Tébessa est une ville trés ancienne, connue sous le nom de Thevest, durant I'époque romaine.
Elle est située a D’extrémité de I’Est Algérien, faisant partie des fronticres Algéro-
Tunisienne, a environ 240 Km au Sud de Annaba, a 200 Km au Sud-Est de Constantine et &
90 Km au Nord de Bir-el Ater (Kachi, 2007).

Dans la plaine de Tébessa, la pollution agricole est due principalement a 1’utilisation
des engrais et des produits phytosanitaires, le sol est pauvre en matiéres organiques, donc
I'utilisation intensive des engrais, pour maintenir la productivite est indispensable.
L'entrainement dans le sol des composés contenus dans les engrais tels que les nitrates, les
chlorures, les sulfates, les phosphates et le potassium, peut donner lieu a une pollution
accidentelle de la nappe (Kachi, 2007).

Cette partie de recherche a pour objectif 1’étude du devenir des herbicides sur des
organismes vivants (végétaux supérieurs) qui ont été sélectionnés comme modéles
biologiques et la capacité de ces modeles choisis a s’adapter a la présence de concentrations
homologuées de xénobiotique au plein champ.

Dans le cadre de ce travail, nous tenterons d’apporter notre contribution sur
I’utilisation des végétaux supérieurs comme bio-indicateurs de la pollution et par-la méme
leur comportement vis-a-vis des molécules vraisemblablement inoffensives pour les plantes
non ciblées.

Dans cette premiere partie de la these, nous nous sommes fixés trois objectifs principaux :

e L’application des tests de toxicité sur ces végétaux, par le biais du suivi de parametres
morphométriques (nombre moyen des talles, nombre des épis /m?, nombre moyen
de grain/épi, poids moyen de grains, hauteur moyenne du plant, nombre moyen
des nceuds et la surface foliaire), des parametres physiologiques et biochimiques
(teneurs de chlorophylles a, b et a+b, taux de proline, teneur en sucres solubles et
teneur en protéines totales) aussi une étude anatomiques a travers la racine de
Triticum durum et Triticum aestivum a été réalisée.

e [’¢étude du pouvoir antioxydant de ces végétaux a travers le suivi des bio-marqueurs
enzymatiques, tels que: CAT, APX, GPX et également des bio-marqueurs non
enzymatiques, tels que: les composées phénoliques et MDA sous un stress causé par
ces herbicides.

e [’analyse de quelques paramétres physico chimiques du sol de culture: Le pH, la
conductivité électrique (C.E), la teneur en sodium (Na), la teneur en phosphore (P), la

teneur en potassium (K) ainsi que le taux de la matiére organique (MO).

3



Chapitre 2 : matériel et
méthodes



Dans ce chapitre, nous avons fait appel a une grande diversité de techniques, dans le
but de caractériser les effets des deux herbicides (Sekator et Zoom) sur la croissance des

grains de blé dur (variété Waha) et blé tendre (variété HD).
A. Matériel expérimental
1. Présentation du matériel biologique

L’¢tude a porté sur une seule variét¢ de blé dur (Waha) et une seule variété de blé

tendre (HD).

1.1. Classification du blé dur, (Gaussen, 1982).

Regne Plantae

Sous regne Tracheobionta
Classe Magnoliophyta
Sous classe Commelinidae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae

Sous famille Poideace
Espece durum

Genre Triticum

1.2. Classification du blé tendre, (Gaussen, 1982).

Régne Plantae

Sous regne Tracheobionta
Classe Magnoliophyta
Sous classe Commelinidae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae

Sous famille Poideace
Espece aestivum
Genre Triticum




1.3. Caractéristiques des cultivars

Les principales caractéristiques des variétés de blés, utilisées sont représentées dans le

tableau suivant.

Tableau 3. Caractéristiques des cultivars de blés utilisés

Cultivars Caractéristiques

Waha Sélection CIMMYT-ICARDA-Elkhroub. Paille courte et demi
pleine, précoce, résistante aux maladies, mieux adapté aux régions
arides et semi arides, bonne productivité (Bouthiba et Dabaeke,
2009).

Elle se caractérise par un haut potentiel de rendement grain, une
forte capacité de translocation des hydrates de carbone stockés dans
le col de I’épi (Belkherchouche, 2009) et une précocité de
floraison qui la rend sensible au gel tardif (Mekhlouf et al., 2006)

HD Sélection CIMMYT- Elkhroub, précoce a semi précoce, tallage
moyen a fort, modérément tolérante a la (verse, aux rouilles :
jaune, brune et noire), mieux adapté aux zones (littorales, pleines

intérieures et hauts plateaux), bonne productivité (ITGC, 1995).

2. Herbicides utilisées
2.1. Sekator

Le Sekator est un nouvel herbicide sélectif de post-levée. Il contrble la majorité des
mauvaises herbes dicotylédones sur blé dur et blé tendre, il est composé de deux substances
actives: I'amidosulfuron-sodium (100 g/l) et 25 g/l d'iodosulfuron-méthyl-sodium (Florica et
al., 2010). Le Sekator appartient a la famille sulfonylurées qui sont des herbicides a large
spectre utilisées dans diverses cultures et présentant une activité biologique importante. Ils
exercent leur moyen d’action, en bloquant la division cellulaire au niveau du méristeme, en
inhibant 1’enzyme acétolactate synthase (ALS) qui est capital dans la biosynthese

d’aminoacides essentiels (Mazzatura et al., 2001).




2.2. Zoom

Le zoom est un herbicide actif contre les adventices dicotylédones annuels et quelques
pérennes sensibles dans la culture du blé. 1l est absorbé par les racines et par les feuilles des
adventices déja levées. Il agit principalement par inhibition de la croissance des adventices
qui deviennent nécrotiques et meurent en quelques semaines (Ouazar, 2012). Le zoom est la
combinaison de deux matiéres actives : le Triasulfuron (4,1%): C14H16CiNsOsS et le Dicamba
(65,9%): (CgHsC1203) (Zouaoui et al., 2013).

B. Mise en place de I’expérimentation

L’expérimentation a été mise en place, sur des parcelles au niveau du site (1) : Ras el
Ayoun (Situé a 30 km au nord de Tébessa, et relevant de la commune d'El Kouif) (Lakehal,
2012), il est situe & une latitude 35° 31' 5" Nord et une longitude 8° 17' 40" Est, ce site a été
utilisée pour la culture des deux variétés de blé dur (waha) et du blé tendre (HD). Aussi le site
(2) de El Houidjbat, pour la culture de la variété waha seulement (Situé a 29,1 km au sud de
Tebessa, et relevant de la commune d’el Ma labiod de la wilaya de Tébessa situé a une
altitude de 1182m et une latitude 35° 17" 50" Nord et une longitude 8° 17" 36" Est)
(wikimapia, 2013). Notre expérimentation a débutée lors de la campagne 2012/2013. Le
labour profond de la jachére a été réalisé au mois de février 2012, avec une charrue 4 a socs.
I1 était suivi des deux passages croisés du cover crop 6/12, aux mois d’avril et de mai pour
fermer le labour et détruire les messicoles de printemps. Au mois de décembre 2012, le lit de
semis est préparé par un double passage du cover crop et de la herse, aprés I’épandage de 100
kg ha™ de superphosphate & 46%. Le semis est réalisé avec un semoir en ligne de marque
solla, a raison de 300 graines par m2,

L’expérimentation a recu au mois de mars 100 kg ha™* d’urée a 46%, et un désherbage
chimique avec un mélange de Sekator (I'amidosulfuron-sodium (100 g/l) et 25g/l
d'iodosulfuron-méthyl-sodium) et du zoom (4,1% de Triasulfuron et 65.9% de Dicamba).

Les échantillons des variétés Waha, traités avec I’herbicide Zoom (feuilles, racines et
sols) sont prélevés au niveau de la parcelle d’El Houidjbat, alors que tous les autres
échantillons (témoin et traités) des deux variétés Waha et HD ont été prélevées des sites

cultivés au niveau des parcelles de Ras El Ayoun.




Tableau 4. Structure chimique de la matiére active de ’herbicide Sekator et Zoom

(Chnirheb, 2012 ; Vulliet et al., 2002)
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Figure 5. Représentation des sites d’échantillonnage de la plaine de Tébessa (Algérie).

Site (1) : Ras el Ayoun (Situé a 30 km au nord de Tébessa, et relevant de la commune d'El

Kouif.

Site (2) de El Houidjbat (Situé a 29,1 km au sud de Tébessa, et relevant de la commune d’El

Ma labiod.




C. Parametres étudiés
a. Paramétres morphométriques

1. Caracteres de production
Nombre de talles herbacés
Le tallage herbacé, est déterminé par comptage direct de nombre de talles herbaceés (a
I’exception de maitre brin) de stade quatrieme feuille jusqu’au stade début gonflement, avec
10 répétitions par plante / espéce et on en déduit ensuite la moyenne.
Nombre d'épis / métre carré
Le tallage épi, est déterminé par comptage direct du nombre de talles épis au stade
maturité, au niveau des champs témoin et traités. On réalise 3 répétitions par plante / espéce
et on en déduit ensuite la moyenne des talles épis / plante.

Nombre de grains / épi

Il est obtenu par comptage direct des dix échantillons aléatoires pour chaque variété

témoin et traités. On en déduit ensuite la moyenne.
Poids moyen de grains
Il est déterminé par une pesée des grains des dix échantillons aléatoires, de chaque
variété, a l'aide d'une balance de précision, aussi la pesée de 100 grains, de chaque
échantillon, dont le poids est multiplié par 10, pour déterminer le poids de mille grains, les
résultats sont rapportés en g.

Estimation du rendement

Elle est obtenue selon la formule suivante :

[ Rendement = Nombre d’épis/ m*> X Nombre de grains / épi X Le poids de mille grains (PMG)/ 1000 1




Le rendement est exprimé en g/ m? puis en gx/ha.
2. Caractéres d’adaptation
Hauteur des plants

On mesure 10 échantillon aléatoires / espece témoin et traitée, au stade maturité a
partir du ras du sol jusqu'aux sommets des barbes de I'épi a 1’aide d’une regle graduée. Elle

est exprimée en cm. On en déduit ensuite la moyenne.
Nombre de neeuds

Il est obtenu au stade maturité, par comptage direct de nombre de nceuds de 10
échantillons aléatoires / espéce témoin et traitée. On en déduit ensuite, la moyenne du nombre

de nceuds / plante.
Surface de la feuille étendard (SF « cm? »)

La surface foliaire est estimée par la méthode de Paul et al. (1979), qui consiste a :

> prendre la feuille de blé sur papier calque et découper les contours de la feuille, ce
dernier est pesé (Pf).

> couper un carré de 1cm (S (1cm?)) de coté de ce méme papier qui est également pesé
(P (1cm?)).

» déduire la surface foliaire SF par la formule suivante :

[ SF (cm?) = Pf. S (1cm?) / P (1cm?) ]

On mesure les feuilles de 10 échantillons aléatoires (témoin et traités) au stade debut

remplissage du grain. Elle est exprimée en cm?.
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b. Parametres physiologiques

Dosage des chlorophylles a, b et (a+b) dans les feuilles

L’extraction de la chlorophylle a est effectuée, selon la méthode de (Holden,
1975), basée sur une macération du végétal dans de 1’acétone, le traitement des échantillons
se fait comme suit :

» 100 mg (pour chaque essai prélevé sur les tiers médians des plus jeunes feuilles, sont
broyés dans de I’acétone a 80% et environ 100mg de bicarbonate de calcium
(CaCOg).

> Aprés broyage total, la solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires, afin
d’éviter ’oxydation des chlorophylles par la lumicre.

» La lecture se fait aux deux longueurs d’onde 645 nm et 663 nm, aprés étalonnage de
I’appareil avec la solution témoin d’acétone a 80%.

» La formule relative au solvant, nous permet de calculer les valeurs des chlorophylles
(Arnon, 1949).

Chla=12, 70.DO (663)-2, 69.DO (645)

Chl b =22, 90.DO (645)-4, 60.DO (663)

Chl (a+b) = 8, 02.DO (663) +20, 20.DO (645) V/M;
Les concentrations en chlorophylle, totale (chlorophylle a et b), sont exprimés en mg/g de PF
(Poids Frais).

c. Parameétres biochimiques

Dosage des protéines totales.

Les protéines totales foliaires de Triticum, sont dosées selon la méthode de
Bradford, (1976) utilisant I’albumine de sérum de beeuf (BSA) comme standard (Merk). La
gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution mere de BSA (Img/ml).
Le dosage des protéines totales est effectué avec une fraction aliquote de 100pl.
Les densités optiques sont mesurées grace a un spectrophotometre (Jenway- 6300), la mesure
est réalisée a une longueur d’onde de 595 nm.
Les protéines foliaires sont déterminées a partir de la courbe de référence (Annexe 1: Figure
1).
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Dosage de la proline.

La technique de dosage de la proline utilisée est celle de Monneveux et

Nemmar, (1986). Elle est réalisée comme suit : 100 mg de matiére fraiche prélevés de
chaque répétition, sont mises dans des tubes a essai, auxquels on ajoute 2 ml de Méthanol a
40%, le tout est chauffé au bain-marie a 85°C pendant 1 heure. Apres refroidissement, on
préléve 1 ml de la solution, auquel on ajoute 1 ml d’acide acétique (CH3COOH) et 1 ml de
mélange (120 ml d’eau distillée + 300 ml d’acide acétique + 80 ml d’acide
orthophosphorique) et 25 mg de ninhydrine.
Les solutions sont portées a ébullition pendant 30 mn, elles virent au rouge ; apres
refroidissement, on ajoute 5 ml de toluene, et on procéde a une agitation, deux phases se
séparent :

» Une phase inférieure sans proline.

» Une phase supérieure qui contient la proline. Cette phase est ensuite récupérée et

déshydratée par 1’adjonction de NaySOy,

On procede enfin a la détermination des densités optiques des échantillons a la longueur
d’onde 528 nm, apres étalonnage de 1’appareil par le mélange: acide acétique + eau distillée +

acide orthophosphorique + ninhydrine. (Courbe de référence, voir Annexe 1: Figure 2).

Dosage des sucres solubles.

Le dosage des sucres solubles est réalisé selon la méthode de Schields et
Burnet, (1960) qui utilise I’anthrone en milieu sulfurique comme réactif (150 mg d’anthrone,
75 ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau distillée) et une solution mere de glucose a 50 pg/ml.
Cette méthode comprend 1’extraction, ou 100 mg d’échantillon (MF) sont pesés. On ajoute
ensuite 3 ml d’éthanol & 80%, on laisse le tout a une température ambiante pendant 48 h
environ. On chauffe au bain marie a 70°C, pendant 30 min, et on préléve 2 ml d’extrait pour
le dosage.

Le dosage des sucres totaux foliaires est effectué dans une fraction aliquote
(100) pl. Les absorbances sont mesurées grace a un spectrophotometre (Jenway- 6300) et la
lecture est réalisée a une longueur d’onde de 585 nm. (Courbe de référence, voir Annexe 1:

Figure 3).
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d. Dosage des Biomarqueurs

1. Dosage enzymatique

Dans le but d’étudier le comportement des deux espéces de blé soumises aux deux

herbicides, trois marqueurs enzymatiques ont été utilisés.

Extraction enzymatique

La méthode adaptée, afin d’obtenir I’extrait enzymatique des feuilles de blé traitées
avec le Sekator et le Zoom, est celle de Loggni et al., (1999).

L’extrait sera utilisé sur la mesure de I’activité catalase (CAT), Guaiacol peroxydase (GPX)
et ascorbate peroxydase (APX).

Apres neuf jours de traitement, les feuilles fraiches (1g) sont broyées a froid a I’aide
d’un mortier dans un tampon phosphate (50 ml Na K, pH = 7,2) a raison de 5 ml du tampon
pour 1 g de feuilles. L’homogénat est ensuite filtrée a 1’aide d’une toile adéquate avant de
procéder a une centrifugation a froid a 12000x g pendant 20 min (centrifugeuse Sigma 3-16
K).

Le surnageant obtenu, sera utilisé comme extrait pour la détermination des différents

extraits enzymatiques.
Quantification des mesures spectrophotométriques
La formule suivante, est utilisée afin de quantifier les différentes mesures

spectrophotométriques, suite aux dosages enzymatiques de la CAT, GPX et APX (Servais,
2004).

AA.VE

At = T L Vep

Act : activité enzymatique en mol /min /ug de protéine.

A A : différence moyenne de I’absorbance

€ : coefficient d’extinction linéique molaire en M™* cm ™. L.
V1t : volume total du mélange réactionnel en ml.

Ve : volume de I’extrait enzymatique en ml.

P : teneur en protéines en mg.

T : temps de culture en min.

L : largeur de la cuve en cm.




Dosage de I’activité Catalase (CAT)

Cette enzyme fonctionne de deux fagons. A forte concentration en H,0,, elle

décompose le H,O, comme le montre la réaction suivante :

2 H,0, < O, + 2 H,0
Quand la concentration en H,0, est faible (< 1 uM), elle agit comme une péroxydase en
oxydant un substrat hydrogéné suivant la réaction :

RH; + H,0, — R + 2 H,0
Le donneur d’hydrogene (RH2) pouvant étre de nature variée comme [’ascorbate, etc
(Scandalios, 2005).

Le dosage spectrophotométrique de 1’activité Catalase (CAT) est réalisé suivant la
méthode de Boscoloa et al., (2003). La décroissance de la DO est enregistrée pendant 1 mn
pour une longueur d’onde de 240 nm et un coefficient d’extinction linéique molaire € =
39400 M™ cm ™ L. Pour un volume final de 3 ml, le mélange réactionnel contient 100 pl de
I’extrait enzymatique brute, 50 pl de peroxyde d’hydrogene H,0, a 0,3 % et 2,850 ml de
tampon NaK (50 mM Na K, pH= 7,2). L’¢talonnage de ’appareil se fait en 1’absence de
I’extrait enzymatique.

La réaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée. L’activité catalase est

exprimée en nmol/min/mg de prot.

Dosage de ’activité ascorbate peroxydase (APX)

L’ascorbate peroxydase catalyse la réaction suivante :

Ascorbate + H,0, A% déhydroascorbate ou/et monodéhydroascorbate + 2H,0

Le dosage spectrophotométrique de 1’activité ascorbate peroxydase est réalisé suivant
la methode de Manivannan, (2007). Le volume reactionnel final de 3 ml contient : 100 pl
d’extrait enzymatique, 50 pl H,O, & 0,3 % et 2850 pl de tampon NaK. Ascorbate (50 mM
NakK, 0,5 mM Ascorbate, pH = 7,2) L’étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de 1’extrait
enzymatique. La lecture est effectuée a une longueur d’onde de 290 nm (spectrophotomeétre
GeneSys 8) pendant 1min et ce pour un coefficient d’extinction linéaire molaire £= 2800

mM™cm-! L. L’activité APX est exprimée en nmol /min / mg Prot.
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Dosage de I’activité guaiacol peroxydase (GPX)

Le dosage repose sur 1’utilisation du guaiacol comme substrat des peroxydases. En
présence de 1’eau oxygénée, il y a formation de tétraguaiacol qui présente un maximum
d’absorption a 470 nm, permettant donc de déterminer I’activité enzymatique (Figure 6).

L’activité guaiacol peroxydase (GPX) est déterminée spectrophotométriquement a
470 nm suivant la méthode de Hiner et al., (2002). Le coefficient d’extinction linéique
molaire est Y= 2470 M™ cm ™ L pour un volume final de 3 ml, le mélange réactionnel
contient: 100 pl d’extrait enzymatique, 50 ul d’H,0; a 0, 3 % et 2,850 ml de tampon Na K —
guaiacol (50 mM NaK, 8 mM de guaiacol pH 7,2).

L’étalonnage de 1’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La réaction
est déclenchée par I’ajout du peroxyde d’hydrogene. L’activité GPX est exprimée en

nmol/min /mg de prot.

4 gaiacol + 4 H2O- — 1 tétragaiacol + 8 H-O
0 O
CHSO OCH_:
/C'H_: [0 D
O
HO
CH:O OCH
O O

Figure 6. Réaction d’oxydation du gaiacol en tétraguaiacol en présence du H,0O,

permettant de mesurer ’activité de la GPX (Aoun, 2009).
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2. Analyse des lipoperoxydes membranaires

Les plantes soumises a des stress présentent une chaine de peroxydation de lipides amenant
finalement a la production de malondialdéhyde (MDA) (Figure 7).

CH; — (CHyn _ _ _ {CHs)m - COOH
Radical libre
_—
L J
CH; —(C Hz}ﬂ\/=v'j/_\/ (CH,)n - COOH
0,
|
- L J
CH, —(CH ©
;—(CHJn {(CH;)n - COOH
"\H_..B
HOO,
CH; — (CHJD\/=\>_\/=\/ (CH.)n - COOH

o0

CH:— ':CH:‘JD.\/.—K/J—\/W (CHy)n - COOH
u
H H

Malondialdéhyde

Figure 7. Formation de malondialdéhyde suite a la progression de la chaine de

peroxydation des lipides en réponse a un stress oxydatif (Ames et al., 1993).

La peroxydation des lipides est estimée par mesure du malondialdéhyde (MDA)

produit, capable de réagir avec 1’acide 2-thiobarbiturique (Figure 8).




HS N OH
H
Malondialdéhyde \ \(
O

Acide thio-barbiturique (TBA)

OH OH

Figure 8. Réaction de condensation du MDA avec I’acide thio-barbiturique formant le

dériveé coloré : MDA (TBA),, mesuré par spectrophotométrie a 532 nm (Aoun, 2009).

La peroxydation lipidique a été estimée par la détermination du malonyldialdehyde
(MDA) contenu dans les feuilles (Hernandez et Almansa, 2002). Deux cent milligrammes
des feuilles fraiches de plantules de blé ont été homogénéisés dans 2 ml d'acide
trichloracétique a 0,1% (TCA). L'homogénat a été centrifugé a 15 000 g pendant 10 min a 4
OC. Puis 0,5 ml du surnageant a été mélangé avec 1,5 ml de 0,5% acide thiobarbiturique
(TBA) préparé dans TCA 20%, et incubé & 90 °C pendant 20 min. La réaction est arrétée par
un refroidissement immédiat dans un bain de glace pendant 10 minute, les échantillons ont
été centrifugés a 10 000 g pendant 5 min, puis récupérés pour le dosage colorimétriques
(Kssouri et al., 2007).

Le dosage est effectué¢ par spectrophotométrie. L’absorbance du complexe TBA-MDA est
mesuré a 532 nm contre un blanc constitu¢ de tampon d’extraction. La densité optique est
corrigée par une lecture a 600 nm. La concentration de MDA est calculée en utilisant son

coefficient d’extinction molaire (¢ = 155mM-1cm-1).

(Aszz2- Agpo) X V

MDA (nmol/g MF) = x 1000
155 x MF

A = Absorbance
V = Volume de I’extrait (mL)
MF = Matiére végétale fraiche (g)
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3. Dosage des composés phénoliques

3.1. Préparation des extraits phénoliques

Aprés neuf jours de traitement, les jeunes feuilles sont récoltées, puis nettoyées et mis
a sécher pendant 10 jours a température ambiante dans un endroit aéré a I’ombre pour mieux
conserver les molécules sensibles a la chaleur et a la lumiére. Elles sont ensuite broyées a
l'aide d'un moulin a café. Le broyat va constituer la matiére séche qui va servir a 1’extraction

des composés phenoligues.

3.2. Extraction des extraits bruts méthanoliques

L’extraction est effectuée a partir de la matiere seche finement broyée, elle comporte

deux étapes la délipidation et 1’extraction.

Délipidation de la poudre

Méthode qui consiste a éliminer les lipides de la poudre afin d’éviter toute interaction
lors de I’extraction et du dosage des polyphénols. Elle a été décrite par Hansen, (1998) et
modifiée par Niemenak et al., (2006). Elle consiste a:

v mélanger deux grammes de poudre & 10 ml d’hexane ;

v le mélange obtenu est ensuite filtré sous vide et I’hexane favorise I’extraction des
lipides dans I’erlenmeyer du dispositif de filtration sous vide. La poudre humide
restante dans le filtre blichner constitue la poudre délipidée ;

v la poudre délipidée est ensuite séchée pendant 2 h a la température ambiante ;

v’ elle est introduite dans des flacons noirs étiquetés et conservée dans la chambre

froide.

Extraction

1g de matériel végetal de poudre de la feuille est place dans un erlenemeyer dans 20
ml de méthanol pendant 24 h, aprés filtration, les solutions méthanoliques sont évaporées a
sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif a 60°C. Les résidus secs pesés sont
repris par 3 ml du méthanol (Figure 9).
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On peut aussi avant I’extraction des différents composés phénoliques, faire subir les
feuilles de blé, une macération dans le chloroforme pendant 6 heures afin d’éliminer la

chlorophylle (Matkowski et Piotrowska, 2006).

1g de poudre / 20 ml méthanol
pendant 24 h

i

Filtration et évaporation

a sef (60°C)

Résidu sec repris par le
meéthanol

Figure 9. Protocole d’extraction des extraits bruts

Dosage des phénols totaux

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des metabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres
ou engagés avec un glucide. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les
tannins. Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu (Figure 10) a eté
décrit dés 1965 par Singleton et Rossi. Le réactif est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit,
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne
(Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise
entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
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OH 0PO,"~

+HPO,S —= .
+2Na’ + 2 Ma

Figure 10. Principe de la réduction du réactif de Folin Cioecalteu (Singleton et Rossi,
1965).

» Mise en ceuvre pratique

Un volume de 200 ul de I’extrait brut méthanolique des feuilles sont introduits dans
des tubes a essai, le mélange (1ml du réactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de
carbonate de sodium a 7, 5%) est additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30
minutes a la température ambiante. L’absorbance est mesuré a 765 nm contre un blanc, a
I’aide d’un spectophotometre Jenway 6504 UV/VIS.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant 1’acide gallique, comme contréle positif. Les résultats sont exprimés
en microgramme (ug) équivalent d’acide gallique par gramme de la matiére végétale séche
(ug EAG/g de MS). (Courbe de référence, voir Annexe 1: Figure 5).

La quantité de phénols est exprimée en unités selon la formule suivante :

A765xV

Phénols totaux =
ux MF

A = Absorbance a 765nm
V = Volume de I’extrait (mL)
MF = Matiére végétale fraiche (g)
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Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides est effectuée par une méthode adaptée par Zhishen
et al., (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme
un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose

absorbe dans le visible a 510 nm.

* Mise en ceuvre pratique

500 pl de I’extrait brut méthanolique des feuilles convenablement diluées sont
mélangés avec 1500 ul d’eau distillée, suivis de 150 pl de nitrite de sodium (NaNO;) a 5%.
Aprés 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICL3) & 10% (m/v) est rajouté au mélange.
Apres 6 min d’incubation a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH)
a 4% est additionné. Immédiatement, le mélange est complétement agité afin d’homogénéiser
le contenu. L’absorbance de la solution de couleur rosatre est déterminée & 510 nm contre un
blanc.

Une courbe d’étalonnage, est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant de la catéchine comme contrdle positif (Courbe de référence, voir Annexe 1: Figure
6).

La teneur en flavonoides totaux, des extraits de plants étudiés est exprimée en
milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme de la matiére végétale seche (mg
EC/g de MS).

Dosage des tanins

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide
(Price et al., 1978). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesure a
500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins, n’implique que la premiére unité du
polymere. Les quantités des tannins sont estimées, en utilisant la méthode de vanilline décrite
par Julkunen-Titto (1985).
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e Mise en ceuvre pratique

Un volume de 50 pl de I’extrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution

vanilline/méthanol (4%, m/v) puis mélangé a I’aide d’un vortex, nous additionnons 750 pl de
I’acide chlorhydrique concentré (HCl). Le mélange obtenu est laissé réagir a la température
ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesur¢ a 550 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectophotomeétre Jenway 6504 UV/VIS.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant de la catéchine comme contrdle positif (Courbe de référence, voir Annexe 1: Figure
7).

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par

gramme de la matiére végétale seche (mg EC/g de MS).

3.3. Evaluation de I’activité antiradicalaire (DPPH)

Selon Denes, (2006) plusieurs protocoles de dosage mesurent ’activité antioxydante
par le piégeage des radicaux libres, ¢’est-a-dire 1’activité antiradicalaire.

Le test au DPPH (2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl), est basé sur le piégeage du radical
libre stable DPPH par une molécule antiradicalaire, ce qui entraine la décoloration du DPPH
(Morales et Jimenez-Perez, 2001).

Le test est basé sur le piégeage de radicaux libres et mesure une activité
antiradicalaire. Aussi, il est rapide et facile a mettre en oeuvre, s’effectue a température
ambiante, ceci permettant d’¢éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules

testées.

Meéthode

On utilise le DPPH pour remplacer les radicaux libres produits par les cellules en
réponse a des stress externes ou internes. Pour déterminer le réle antiradicalaire (scavenging
activity), de nos échantillons par le test DPPH nous avons opté pour la méthode de Zielinski
(2000). Les extraits actifs utilises représentent les extraits bruts methanoliques. Cette analyse
est employée pour examiner le potentiel des piégeages des radicaux libres dans des extraits

des ceréales (Brand-Williams et al., 1995).
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Protocole

On prépare une solution méthanolique de DPPH (100 uM), puis on mesure
I’absorbance de 1.5 ml a 517nm (longueur d’absorption du DPPH), on ajoute 15ul de 1’extrait
testé. La lecture se fait par un spectrophotomeétre UV/visible. Comme témoin, on utilise la
quercetine sous forme de solution 1 molaire (méme concentration que les extraits: (1g/1).

Le pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait est calculé comme suit:

% inh = (ABSDPPH - ABSeiNnALE / (ABSDPPH) x 100, (Bolskakova, 1989)

Avec:
v" % inh: pourcentage d’inhibition du DPPH
v" ABSpppy: Absorbance du DPPH a 517nm

v" ABSginaLe: la valeur stable de 1’absorbance aprés ’ajout de 1’extrait.

e. Etude de I'anatomie des racines des plantes étudiées

Nous avons prélevé, au niveau des zones terminales (Apex) des racines des sections
d’une longueur de 1 a 2 cm. Les échantillons sont mis dans de 1’eau distillée et transférer au
laboratoire, afin d’éviter leur desséchement.

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

étapes suivantes (Zaffran, 1998):

v A l’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.

v" Les tranches obtenues sont mis dans un verre de montre, contenant de 1’eau de javel
(détruire le contenu cellulaire et préserve les parois pecto-cellulosiques)

v" Les coupes sont transférées vers un deuxiéme verre de montre (elles subissent un

ringage a I’eau distillée (x3) afin d’éliminer les traces de 1’eau de javel).
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v' Ces coupes, sont ensuite mises dans un troisiéme verre de montre, contenant de
I’acide acétique a 1% (mordant cellulaire favorise la coloration), pendant deux
minutes (élimination de toute trace de I’cau de javel).

v" On procede alors a la coloration des coupes dans un quatriéme verre de montre
contenant du vert d’iode et le carmin aluné. Aprés coloration, les échantillons sont
mis dans de I’alcool (70%) (Remplacer 1’eau contenue dans les cellules et conserver

ainsi les coupes obtenues).

Aprés avoir mis les échantillons entre lame et lamelle, dans une goutte de glycérine, nous
avons procédé a la visualisation des coupes histologiques sous microscopique optique. Ce
dernier est équipé d’appareil photo couleur, avec laquelle, nous avons realisé les prises de

photos de ces coupes. On peut aussi utiliser un appareil photo numérique.

f. Analyse pédologique du sol

L’analyse physico-chimique du sol a été réalisee au laboratoire selon plusieurs
méthodes. Le calcul des concentrations réelles du K, Na et P a été fait a partir de leurs
équations correspondantes, qui ont été déduites des courbes des gammes d’étalonnages et par

des conversions prenant en considération toutes les dilutions qui ont été faites (Annexe 1.2).

Mesure du pH

La mesure du pH a été effectué¢e a 1’aide d’un pH métre sur 10g de sol tamisé a 2
mm, prélevé dans les stations EI Malabiod et Ras EI Ayoun de la wilaya de Tébessa, et mis
en suspension dans 5 ml d’eau distillée. Apres agitation pendant 1 mn, on laisse reposer 30

minutes puis on mesure le pH de la suspension.
Mesure de la conductivité
La conductivité électrique est mesurée a 1’aide d’un conductimétre, en fonction de la

concentration en électrolytes dans une solution d’extraction aqueuse au 1/5 selon le tableau 5

(Richards, 1954).
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Tableau 5. Classe de la salinité en fonction de la conductivité électrique de I'extrait aqueux a
25°c (Mathieu et al., 2003).

Enmhos. cm’ 0.6 1 2 3 4
ds.m*
CEys non salé légérement salé trés salé extrémement
salé salé
CEy0 non | légérement salé trés salé extrémement salé
salé salé

Mesure de la texture

Elle est déterminée par la méthode de saturation qui consiste a mesurer le pourcentage
d’humidité du sol et & le comparer & une échelle (Annexe 3, tableau 01) qui détermine la

texture qui lui correspond (ITA, 1975).

Dosage du carbone organique

La méthode utilisée est dérivée de celle décrite par Anne en 1945 ; elle est effectuée
suivant la norme AFNOR NF ISO 14235. Elle repose sur le fait que la matiére organique du
sol peut étre oxydée par un traitement avec un mélange de K,Cr,O et de H,SO, suivant la
réaction suivante :

2K,Cr,0,+ 3 C + 8 H,SO, —2K,S04+ 2 Cr;, (SO4)3+ CO,+ 8 H,O

Une prise d’essai (1g de sol tamis) est introduite dans un erlenmeyer. On y ajoute 10
ml de bichromate de potassium (KCr,O7) a 8% et 13 ml d’acide sulfurique concentré. Le
mélange est agité¢ pendant 5 & ébullition puis laissé refroidir. Ensuite, on rajoute 100 mL
d’eau de ringage, on préléve 20 ml dans un bécher et on dilue jusqu’a 100 ml avec de I’eau
distillée.

La solution obtenue est de couleur orangée. On y ajoute 1g de Naf et 3 a 4 gouttes de

diphénylamine (indicateur coloré). La solution prend alors une couleur vert intense due a la
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formation de sulfate de chrome. Les échantillons sont titrés en retour par le sel de Mohr a
0,2N. La liqueur primitive de couleur brune noiratre vire au vert, on trouve X ml.
On prépare un témoin avec les mémes solutions mais sans mettre du sol.

On utilise la relation suivante pour déterminer la concentration du carbone :

C%= (Y-X) x 0,615 x 100/20 x 100/p x 1/1000.

Y : sel de Mohr utilisée lors du titrage du témoin « ml ».
X : sel de Mohr utilisée lors du titrage de 1’échantillon « ml ».
P : poids du sol.

Matiere organique est égale au pourcentage du carbone total x 1,72.

MO%=C% x 1,72.

Dosage du phosphore assimilable

L’extraction du phosphore assimilable, est réalisée selon la méthode d’Olsen, (1954)
cité par Gharoucha, (1995). Cette méthode consiste a dissoudre 5 g de terre, dans 100 ml
d’une solution de Bicarbonate de Sodium Na,COj3 (0.5N), agitation pendant 30 min puis une
filtration avec le papier Wattman. On prend 5 ml du filtrat dans un erlenmeyer de 25 ml, y
ajouter 5 ml de molybdate d’ammonium, puis diluer avec I’eau distillée jusqu’a 24 ml. Enfin
ajouter 1 ml de SnCl, (chlorure d’étain), bien agiter et aprés 10 mn faire la lecture au

spectrophotometre a 660 nm.

Mise en solution d’éléments minéraux

Le sol est tamisé a travers des tamis de 2 mm. Pour le cas des ions K* et Na" qui sont
tres solubles dans 1’eau, leur extraction est réalisée, par dissolution direct de I’échantillon du
sol dans de I’eau distillée, avec un rapport (2/10), puis une agitation, suivie d’une décantation
et d’une double filtration. Aprés la réalisation des courbes d’étalonnage pour chaque élément
(Annexe 1.2, figure 01 et 02), on procede au dosage du Na et K, réalisé sur filtrat, par une
lecture directe, au moyen d’un photomeétre a flamme (CIRAD, 2004).
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D. Méthodes statistiques d’analyse et de traitement des données

Description des données

Pour mieux décrire les différentes variables morphométriques, physiologiques et
biochimiques qui caractérisent chacune des deux espéces de blé étudiées, nous avons calculé
certains parametres statistiques de base tels que la moyenne arithmétique (X), qui est un
parametre de position et de tendance centrale, 1’écart type (SD) qui mesure la dispersion des
données autour de la moyenne et enfin, I’effectif (n) qui nous renseigne sur I’importance des
données traitées. Tous ces paramétres ont été calculés a I’aide du logiciel d’analyse et de

traitement statistique des données MINITAB (X, 2000).
Le test de I’analyse de la variance (ANOVA).

Le test d’analyse de la variance a un critére ou a un facteur de classification, consiste
a comparer plus de deux moyennes de plusieurs populations a partir des données
d’échantillons aléatoires simples et indépendants (Dagnelie, 1999).

La réalisation du test se fait soit en comparant la valeur de Fq,s avec une valeur
théorique F;., extraite a partir de la table F de FISHER pour un niveau de signification a =
0,05 ou 0,01 ou 0,001 et pour k1 et k2 degrés de liberté, soit en comparant la valeur de la
probabilité P avec toujours les différentes valeurs de o = 5% ou 1% ou 0,1%. Selon que cette
hypothése d’égalité des moyennes est rejetée au niveau o = 0,05, 0,01 ou 0,001, on dit
conventionnellement que 1’écart observé est significatif, hautement significatif ou tres
hautement significatif. On marque généralement ces €carts d’un, deux ou trois astérisques
(Dagnelie, 1999).

Pour chacun des parametres morphologiques, physiologiques, biochimiques,
enzymatiques et non enzymatiques, la comparaison des moyennes, entre doses, a été faite
pour chacun des herbicides Sekator et Zoom et pour chacune des deux variétés de blé dur et
blé tendre.

Les calculs de ce test sont réalisés a 1’aide du logiciel d’analyse statistique MINITAB
(X, 2000).

La méthode de Dunnett

Le test de Dunnett a été proposé pour le contexte particulier de la comparaison des

effets des modalités A; d’un facteur A avec un niveau de référence de ce facteur, souvent
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appelé niveau de contréle et noté A.. Cette procédure peut étre utilisée, si le plan est equilibré
ou non. Il s’agit simplement d’une modification de la valeur critique utilisée avec la
statistique du test t de Student pour deux moyennes.

Le test doit étre préféré aux autres procédures lorsque nous souhaitons seulement
comparer les effets des modalités A; avec 1’effet de la modalité de contrdle A d’un facteur A.
En effet ce test est dans ce cas généralement plus puissant (Bertrand et Maumy, 2011).

Nous avons utilisé ce test de comparaisons multiples pour chercher I’effet de I’un des

deux herbicides Sekator ou Zoom sur les différentes analyses physicochimiques du sol.
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Chapitre 3 ¢ resultats et
discussions



A. Effets des herbicides sur les parametres morphologiques des especes étudiées

1. Caractéres de production

Les caracteres de production sont ceux qui déterminent potentiellement le rendement,
tels que le tallage herbacé, le tallage épis, la teneur en chlorophylle, ainsi que le taux de

remplissage du grain qui est exprimé par le poids de 1000 grains.
Nombre moyen des talles (NMT)

L’examen des parametres statistiques de base (Tableau 6), relatif a I’herbicide Sekator,
montre que le nombre moyen des talles augmente comparativement au témoin et ceci pour la
variété Waha. Ce tallage a tendance a augmenter avec le traitement par I’herbicide Zoom. La
dispersion mesurée par 1’écart type (SD), quant a elle, est pratiquement élevée pour la variété
Waha et HD.

L’étude des résultats de I’analyse de la variance (Tableau 7) dans la comparaison, entre
doses, du nombre moyen des talles, donne des différences non significatives pour les deux

variétés de blé exposées a I’herbicide Sekator et Zoom.

Tableau 6. Paramétres statistiques de base du nombre moyen des talles, obtenus au stade

tallage, sous 1’effet des deux herbicides Sekator et Zoom appliqués aux deux varietés Waha

et HD.
Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 10 3,9 1,45
Ds 10 4,9 2,47
Sekator HD DO 10 3,9 0,99
Ds 10 3,8 1,31
Waha DO 10 3,9 1,45
Dz 10 5,4 2,50
Zoom HD DO 10 3,9 0,99
Dz 10 4,3 2,36
DO: témoin
Ds: 150 ml/ha
Dz: 120 g/ha
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Tableau 7. Analyse de la variance a un critére de classification appliquée dans la
comparaison, entre le témoin et la dose au plein champ, du nombre moyen des talles, obtenus

au stade tallage pour les variétés Waha et HD soumises aux herbicides Sekator et Zoom.

Herbicide | Variété | ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 5,00 1,22 0,284 NS
HD 1 0,05 0,04 0,850 NS
Zoom Waha 1 11,25 2,69 0,118 NS
HD 1 0,80 0,24 0,627 NS

N.S. = pas de différences significative (p > a = 0,05)

* = existe des différences significatives (p <_a =0,05)

** = existe des différences hautement significatives (p <_a =0,01)

*** = existe des différences tres hautement significatives (p <_a =0,001
ddl = degré de liberté

CM = carré moyen

P = probabilité

Fobs = valeur observée de la variable F de FISHER

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 11.
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Figure 11. Effets de Sekator et Zoom sur le nombre moyen des talles de V1 : Waha et

V2 :HD. (m = SD; n = 10).

Nombre des épis /m*(N.E/m?)

L’étude des parametres statistiques de base calculés sur le nombre moyen des épis Im?
montre que les moyennes (x) sont élevées pour la variété Waha et HD exposées a ’herbicide
Sekator, par contre avec 1’herbicide Zoom la moyenne (x) est plus élevée pour la variété
Waha, alors qu’elle diminue pour la variété HD (Tableau 8). La comparaison, entre doses,
des N.E/ m% a I’aide de I’analyse de la variance, fait ressortir des différences non
significatives pour les deux variétés exposées a 1’herbicide Sekator, on distingue alors des
différences significatives pour la variété Waha expos€ée a 1’herbicide Zoom, aussi une

diminution hautement significative pour la varieté HD exposée a cet herbicide (Tableau 9).
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Tableau 8. Paramétres statistiques de base du nombre moyen des épis /m?, obtenus au stade

montaison, sous 1’effet des deux herbicides Sekator et Zoom appliqués aux deux variétés

Waha et HD.

Herbicides [ Variétés| Dose n X SD
Waha DO 3 465,00 | 18,03
Ds 3 465,67 | 25,03
Sekator HD DO 3 464,67 | 14,50
Ds 3 433,67 | 27,61
Waha DO 3 465,00 | 18,03
Dz 3 500,00 [ 13,23
Zoom HD DO 3 464,67 | 14,50
Dz 3 380,00 [ 19,08

Tableau 9. Analyse de la variance a un critere de classification appliquée dans la
comparaison, entre le témoin et la dose au plein champ, du nombre moyen des épis /m?,

obtenus au stade montaison pour les variétés Waha et HD soumises aux herbicides Sekator et

Zoom.
Herbicide | Variété ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 1 0,00 0,972 NS
HD 1 1442 2,96 0,160 NS
Zoom Waha 1 1838 7,35 | 0,053*
HD 1 10753 | 37,44 | 0,004**

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 12.
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Figure 12. Effets de Sekator et Zoom sur le nombre moyen des épis /m? de V1 : Waha et

V2 :HD.(m+SD; n=23).

Nombre moyen de grains/épi (NMG)

Les parametres statistiques obtenus, & partir du nombre moyen de grains par épi
(N.M.G) sont regroupés dans le tableau 10. A premiere vue, la moyenne (x) pour chaque
traitement est plus élevée pour la variété Waha, alors qu’elle reste identique pour la variété

HD. Le test d’analyse de la variance, n’indique pas de différences significatives entre doses

pour les variétés HD exposée aux deux types d’herbicides, aussi la variété Waha exposée a

I’herbicide Sekator, alors que pour la variété Waha exposée a 1’herbicide Zoom, celle-ci

représente des différences hautement significatives (Tableau 11).
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Tableau 10. Parameétres statistiques de base du nombre moyen des grains/épi, obtenus au
stade montaison, sous 1’effet des deux herbicides Sekator et Zoom appliqués aux deux
variétés Waha et HD.

Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 10 36,0 7,89

Ds 10 42,7 7,73

Sekator HD DO 10 21,2 3,19
Ds 10 21,2 3,42

Waha DO 10 36,0 7,89

Dz 10 46,0 6,45

Zoom HD DO 10 21,2 3,19
Dz 10 21,8 2,04

Tableau 11. Analyse de la variance a un critere de classification appliquée dans la
comparaison, entre le témoin et la dose au plein champ, du nombre moyen de grains/épi,

obtenus au stade montaison pour les variétés Waha et HD soumises aux herbicides Sekator et

Zoom.
Herbicide | VVariété | ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 2245 3,68 0,071 NS
HD 1 0 0,00 |1,000 NS
Zoom Waha 1 500 9,64 | 0,006**
HD 1 1,8 0,25 |0,623 NS

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 13.

E



60 -

5

S~

Z 50 |

©

[T 40 -

(7]

o

@ 30 4 ® Témoin
g T

g 20 - m Sekator
§ 10 - Zoom
]

5

S 0

V1 V2
Variétés (v1 et v2)

Figure 13. Effets de Sekator et Zoom sur le nombre moyen des grains/épi de V1 : Waha
et V2 : HD. (m £ SD; n = 10).

Poids moyen de grains (PMg)

Les paramétres statistiques calculés par dose et par variété de blé et par herbicide, sur
le poids moyen des grains, sont représentés dans le tableau 12.

L’analyse des résultats du tableau en question, présente une diminution du poids
moyen de grains, pour la variété HD, mais une augmentation du poids moyen de grains pour
la variété Waha exposée a 1’herbicide Zoom. La comparaison, entre doses, par 1’analyse de la
variance ne donne aucune différence significative pour la variété Waha mais une différence
tres hautement significative pour la variété HD, exposée a I’herbicide Sekator, alors qu’il
existe des différences significatives pour la variété HD et tres hautement significatives pour

la variété Waha dans le cas de I’herbicide Zoom (Tableau 13).
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Tableau 12. Paramétres statistiques de base du poids moyen de grains, obtenus au stade

montaison, sous 1’effet des deux herbicides Sekator et Zoom appliqués aux deux variétés

Waha et HD.
Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 10 0,025 | 0,008
Ds 10 0,030 0,006
Sekator HD DO 10 0,045 0,005
Ds 10 0,028 0,005
Waha DO 10 0,025 | 0,008
Dz 10 0,043 | 0,003
Zoom HD DO 10 0,045 0,005
Dz 10 0,041 0,003

Tableau 13. Analyse de la variance a un critere de classification appliquée dans la
comparaison, entre le témoin et la dose au plein champ, du poids moyen de grain, obtenus au

stade montaison pour les variétés Waha et HD soumises aux herbicides Sekator et Zoom.

Herbicide | VVariété | ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 0,0001512| 3,19 | 0,091 NS
HD 1 0,0014162| 60,02 | 0,000***
Zoom Waha 1 0,0015931| 46,39 | 0,000***
HD 1 0,0000808| 4,86 | 0,041*

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD, aux herbicides, est illustrée sur la figure 14.
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Figure 14. Effets de Sekator et Zoom sur le poids moyen de grains de V1 : Waha et
V2 : HD. (m < SD; n =10).

Estimation du rendement (RDT)

Le rendement en grains c’est le produit de trois composantes : le nombre d’épis par
m?, le nombre de grains par épi et le poids de milles grains.

L'analyse des moyennes des deux variétés du blé, témoin et traitées (tableau 14)
indique que le rendement en grains, varie de 28,91 gx/ha, moyenne de HS a 89,09 gx/ha,
moyenne de WZ. Les valeurs moyennes extrémes sont mesurées chez WZ et WT pour le
poids moyen des 1000 grains avec des valeurs respectives de 39, 004 et 27, 411 g. Celles du
nombre de gains par épi, sont mesurées chez WZ et HS et HT avec des valeurs moyennes de
46,0 et 21,2 grains par épi. Le nombre d'épis produit par m? varie de 380 épis, valeur mesurée
chez HZ a 500 épis pour WZ. L'analyse, des relations du rendement avec les composantes
(Annexe 2), montre que seul le nombre de grains par épi a eu un effet déterminant sur le
rendement en grains (p= 0,01). Ceci indique que les différences du nombre d'épis et du poids
moyen de grains n'étaient pas assez suffisantes, pour pouvoir discriminer, entre les différents

génotypes évalués, comparativement au nombre de grains par épi.




Tableau 14. Estimation du rendement des deux variétés du blé témoins et traitées.

Variétés Epis/m* Grains/épi P.M.G Rendement
(gx/ha)

WT 465,00 36,0 27,411 45,886

WS 465,67 42,7 30,011 59,674

wWZ 500,00 46,0 39,004 89,092

HT 464,67 21,2 35,610 35,079

HS 433,67 21,2 31,455 28,919

HZ 380,00 21,8 36,058 29,870

2. Caractéres d’adaptation

Le rendement biologique (rendement effectif au niveau de la parcelle) peut étre
exprimé en premicre analyse sous la forme d’une fonction d’adaptation du génotype a son
milieu, cette fonction étant caractérisée par des variables, liées aux contraintes de
I’environnement, et des parameétres d’adaptation liés au génotype, tels que les parametres
phénologiques d’adaptation et les parametres morpho- physiologiques d’adaptation

(Monneveux, 1991).
Hauteur moyenne du plant (HMP)

L’analyse des parameétres statistiques élémentaires calculés sur la hauteur moyenne du
plant (Tableau 15) montre, une fois encore, que les moyennes augmentent et les écarts types
diminuent et ceci pour les deux varietés de blé et avec les deux type d’herbicides.

Les valeurs de la probabilité P, relatives a I’analyse de la variance (Tableau 16)
montrent clairement, qu’il n’existe pas des différences significatives, entre doses pour la
hauteur moyenne du plant et ceci pour les variétés Waha et HD exposées a I’herbicide
Sekator et HD exposée a I’herbicide Zoom. Par contre, la variété Waha de T. durum présente

une différence significative avec ce dernier herbicide.
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Tableau 15. Parametres statistiques de base de la hauteur moyenne des plants, obtenus au
stade montaison, sous 1’effet des deux herbicides Sekator et Zoom appliqués aux deux
variétés: Waha et HD.

Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 10 67,37 14,14
Ds 10 70,79 | 12,83
Sekator HD DO 10 62,86 | 09,61
Ds 10 63,62 | 08,98
Waha DO 10 67,37 | 14,14
Dz 10 77,72 06,07
Zoom HD DO 10 62,86 | 09,61
Dz 10 66,02 | 10,13

Tableau 16. Analyse de la variance a un critere de classification, appliquée dans la
comparaison, entre le témoin et la dose au plein champ, de la hauteur moyenne des plants,

obtenus au stade montaison pour les variétés Waha et HD soumises aux herbicides: Sekator et

Zoom.
Herbicide | VVariété | ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 58 0,32 0,578 NS
HD 1 2,9 0,03 |0,857 NS
Zoom Waha 1 536 453 |0,047*
HD 1 49,9 0,51 (0,484 NS

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 15.
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Figure 15. Effets de Sekator et Zoom sur la hauteur moyenne du plant de V1 : Waha et
V2 : HD. (m < SD; n =10).

Nombre moyen des nceuds (NMN)

L’analyse des paramétres statistiques élémentaires (Tableau 17) calculés sur le
nombre des nceuds, montre une fois encore, que les moyennes et la dispersion mesurée par
I’écart type (SD), quant a elle, est pratiquement identique, pour les deux variétés de blé dur et
blé tendre exposé a I’herbicide Sekator ou Zoom.

L’étude des résultats de I’analyse de la variance (Tableau 18) dans la comparaison,
entre doses, du nombre moyen des nceuds (NMN) donne des différences non significatives et

ceci pour les deux variétés de blé exposées aux deux herbicides.
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Tableau 17. Paramétres statistiques de base du nombre moyen des nceuds, obtenus au stade

montaison, sous 1’effet des deux herbicides Sekator et Zoom appliqués aux deux variétés

Waha et HD.
Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 10 3,9 0,876
Ds 10 3,8 0,789
Sekator HD DO 10 4,0 0,816
Ds 10 3,7 0,483
Waha DO 10 3,9 0,876
Dz 10 4,3 0,675
Zoom HD DO 10 4,0 0,816
Dz 10 4,0 0,816

Tableau 18. Analyse de la variance a un critere de classification appliquée dans la
comparaison, entre le témoin et la dose au plein champ, du nombre moyen des nceuds,

obtenus au stade montaison pour les variétés Waha et HD soumises aux herbicides Sekator et

Zoom.
Herbicide | VVariété | ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 0,05 0,07 | 0,791 NS
HD 1 0,45 1,00 | 0,331 NS
Zoom Waha 1 0,80 1,31 | 0,268 NS
HD 1 0,00 0,00 | 1,000 NS

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 16.
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Figure 16. Effets de Sekator et Zoom sur le nombre moyen des nceuds de V1 : Waha et

V2 : HD. (m < SD; n = 10).

Surface foliaire (SF)

Les paramétres statistiques calculés par dose, par variété de blé et par herbicide,
figurent dans le tableau 19. Les moyennes (x) de la variété Waha, sont légérement plus
élevées que celles de la variété HD et ceci pour les deux herbicides. La dispersion des
données (SD) est pratiguement la méme pour les deux variétés de blé et pour les deux
herbicides. Le tableau 20 relatif aux résultats de 1’analyse de la variance pour comparer les
surfaces moyennes, entre dose, pour chaque variété de blé et pour chaque herbicide indique,
chaque fois, des différences non significatives sauf pour la variété Waha exposé a 1’herbicide

Zoom ou I’on observe une augmentation tres hautement significative.
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Tableau 19. Paramétres statistiques de base de la surface foliaire (SF), sous 1’effet des deux

herbicides: Sekator et Zoom appliqués aux deux variétés Waha et HD.

Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 10 11,90 3,25

Ds 10 11,57 3,02

Sekator HD DO 10 08,21 2,61
Ds 10 06,77 2,16

Waha DO 10 11,90 3,25

Dz 10 18,88 4,23

Zoom HD DO 10 08,21 2,61
Dz 10 08,89 1,57

Tableau 20. Analyse de la variance a un critere de classification appliquée dans la
comparaison de la surface foliaire, entre le témoin et la dose au plein champ, pour les variétés

Waha et HD soumises aux herbicides Sekator et Zoom.

Herbicide | Variété ddl CM Fobs P
Sekator | Waha 1 0,54 0,06 | 0,817 NS
HD 1 10,37 1,80 0,196 NS
Zoom Waha 1 243,6 17,14 | 0,001***
HD 1 2,31 0,50 | 0,489 NS

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétes Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 17.
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Figure 17. Effets de Sekator et Zoom sur la surface foliaire (SF) de V1 : Wahaet V2 :
HD. (m £ SD; n = 10).

3. Discussion

Le tallage est un caractére variétal, qui en conditions favorables, pourrait renseigner
sur le potentiel des variétés (Bennaceur et al., 1997). Grandcourt et Prats (1971) ont
constaté que ce parametre peut étre considéré comme une composante qui affecte
indirectement le rendement. Benbelkacem et al., (1984) ont constaté qu’une augmentation
importante du nombre de talles herbacés, engendre une augmentation du nombre de talles
épis, mais aussi une mortalité élevée.

Le nombre d’épis par plant est surtout 1ié au nombre de talles par plante (Shanahan et al.,
1985). Erroux (1974) indique que la pénurie d’eau et d’éléments nutritifs, entraine un
avortement des épillets de la base et du sommet de 1’épi. Selon Fonesco et Patterson (1968),
la stérilité des épillets terminaux dépend du peuplement pieds et du coefficient de tallage, elle
est fortement influencée par la densité du semis, le pourcentage de la levée et les
caractéristiques variétales. Del Moral (1993) a constaté que le nombre d’épis par m? dépend
aussi bien de la capacité du génotype a produire des talles, que de la proportion de ces
derniéres, pouvant survivre et donner des épis fertiles. Les deux processus dépendent de la
disponibilité en assimilat, de I’alimentation hydrique et de I’application de la fertilisation

azotée.
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Maurer (1978) a constaté que le nombre de grains par épi est mis en place au moment de
I’induction florale, des la fin du tallage. Ainsi, il est sensible a toute variation climatique et a
toute déficience de fourniture en assimilats comme le soulignent Triboi et al., (1985). Il
dépend aussi bien de la fertilité de I’épi de chaque génotype.

La composante la plus déterminante dans le schéma de 1’¢élaboration du rendement,
est le nombre de grains par épi. Ces résultats corroborent ceux de Blum et Pnuel (1990) et
Erchidi et al., (2000) qui mentionnent que le rendement en grains du blé est plus lié a la
fertilité de 1’épi qu’au poids moyen du grain. Ceci ne veut nullement dire que le nombre
d'épis et le poids de 1000 grains ne jouent aucun réle sous climat variable. La contribution
indirecte de ses deux composantes, au rendement en grains, est plus importante via le nombre
de grains par épi que leur contribution directe.

La variation entre les différents génotypes testés concernant la contribution des
réserves glucidiques transférées vers le grain est a attribuer selon Ehdaie et al., (2006) a
I’état de fonctionnement des vaisseaux conducteurs, a la capacité du génotype a utiliser les
réserves pour le remplissage du grain et a 1’écart du poids du grain de son potentiel.

Une hauteur de paille importante est une caractéristique désirable, en zone semi-aride,
suite a ses effets bénéfiques lors des années séches. Ces effets sont attribués a la capacité de
stockage et de transfert des substrats glucidiques pour la finition du grain (Bahlouli et al.,
2005 ; Annichiarico et al., 2005). Cette contribution de la hauteur du chaume avec les
substrats stockés au niveau surtout du dernier entre nceud et du col de 1'épi, minimise la baisse
du rendement en grain sous stress (Blum, 1988).

Siddique et al., (1989) font remarquer que la corrélation négative, entre 1’efficacité
d’utilisation de ’eau et la hauteur de plante, est due au fait que les variétés naines valorisent
mieux I'humidité du sol. En plus la hauteur du chaume est associée a un systéme racinaire
capable d'aller en profondeur, suggérant l'adoption des variétés hautes dans les
environnements a faible pluviométrie et dans des sols ou il y a une humidité résiduelle
exploitable en profondeur.

Une paille relativement haute devient une caractéristique désirable sous stress. Elis et Brown
(1986) trouvent que les variétés a paille longue deviennent plus productives dans les zones
affectées par la sécheresse, comparativement aux variétés naines.

En conditions de stress, une paille haute est plus apte a stocker plus de réserves
glucidiques, qui sont susceptibles d'étre transférées vers le grain, au cours de la phase de
remplissage. Selon Clarke et al., (1991), une biomasse élevée est une caractéristique
désirable en milieux semi-arides. Alors que la liaison entre le poids des épis et la hauteur du
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chaume suggére que pour avoir un poids des épis élevé, il faut consentir une importante
réduction de la hauteur du chaume (Saraoui, 2011).

Dans certains travaux, il apparait que la hauteur de la plante et le rendement sont
corrélés de fagon positive. Cependant, d’autres études réalisés par Bouzerzour et Hafsi,
(1993) ; Meziani et al., (1993) ; Hamada (2002) ont montré que les variétes a paille courte
produisent mieux que celles a paille haute en zones semi-arides. Bahlouli et al., (2006) en
étudiant cing variétés de blé dur sous climat méditerranéen et ont mis en évidence
I’importance de la paille dans le remplissage des grains. Ils ont ainsi déduit que la
participation des assimilats des tiges au remplissage des grains est relativement plus
importante, a mesure que le milieu devient contraignant.

La surface foliaire détermine progressivement a la fois, les quantités d’eau utilisées
par la plante sous forme de transpiration et les quantités de carbone fixées par voie
photosynthétique. Elle conditionne la résistance a la sécheresse, vu qu’une surface foliaire
¢levée perdra plus d’eau qu’une faible surface foliaire. En milieux variables, la diminution de
la surface foliaire peut avoir des effets bénéfiques, en réduisant de la surface évaporante et
celle soumise a la radiation solaire (Belkharchouche et al., 2009). En effet, selon
Abbassenne (1997), une variété avec une faible surface foliaire est capable de faire un bon
rendement, grace a une meilleure efficacité d’utilisation de 1’énergie lumineuse, par unité de
surface foliaire. Cette diminution de la surface foliaire, est compensée par une durée de vie
du feuillage plus longue. Un poids spécifique foliaire élevé est un indicateur d’une meilleure
capacité photosynthétique, d’une moindre sensibilit¢ a la photo- inhibition et de la
consistance de 1’appareil photosynthétique (Araus et al., 1998). Cependant Johnson et al.,
(1983) suggeérent que les plantes a surface foliaire plus grande sont tolérantes a la
déshydratation en maintenant un potentiel hydrique éleve.

La diminution de la productivité des plantes en déficit hydrique est due au fait que ces
derniéres, en réduisant leur croissance, diminuent leurs surfaces foliaires, ce qui a pour
conséquence une diminution de la capacité photosynthétique de la plante entiére (Steduto et
al., 2000). D’apres nos résultats sur le rendement, la variété de blé dur exposée a I’herbicide
Zoom est plus productive par rapport aux variétés exposées a I’herbicide Sekator. Ceci est en
accord avec les travaux de Baldy (1973) qui montre que dans les conditions du milieu non
limitantes, les génotypes a feuilles étendards relativement grandes ont toujours un rendement
en grains supérieur. Par contre, Gate (1995) montre que dans les situations d’alimentation
hydrique limitée ce parametre peut étre utilisé comme un indice de sélection, pour obtenir un

rendement élevé, parce que les génotypes a petite surface foliaire, tolérent mieux le déficit
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hydrique par rapport aux variétés a grande surface foliaire. Cette différence est marquée,
parce que les essais sont menés en plein champ dans des conditions climatiques naturelles de
pluviométrie et de température, et ne peuvent faire 1’objet de comparaison.

En 2004, une attaque sévére de rouille sur le blé tendre, a causé des pertes élevées
allant parfois jusqu’a 100 % dans les régions du centre et de I’Est de 1’ Algérie (Boulal et al.,
2007). Apreés cette catastrophe, les agriculteurs négligent la culture de la variété Hiddab
(H.D.1220) de blé tendre, remplacée par la variété Arz qui est plus résistante aux froid, verse,
sécheresse et a la rouille jaune, surtout dans la région de Constantine (Kellil, 2010). La
variété Waha est celle qui posséde une grande productivité, a «adaptation large », caractérisee
par des rendements supérieurs a la moyenne dans tous les milieux, et par une tres bonne

réponse a I’optimisation des conditions environnementales (Meziani et al., 1992).
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B. Effets des herbicides sur les paramétres physiologiques et biochimiques

1. les chlorophylles a, b et a+b.

Traitement par ’herbicide Sekator

Pour chacune des trois types de chlorophylles, les paramétres statistiques obtenus
sont représentés au tableau 21. Ils sont calculés par dose et par type de variété de blé.
Les valeurs de la probabilité P du test d’analyse de la variance du tableau 22, montre
I’existence des différences hautement a tres hautement significatives, entre doses, pour la

variété HD de blé tendre et pour chaque type de chlorophylle b et (a+b).

Tableau 21. Parameétres statiques calculés sur la chl a, la chl b et la chl (a+b) pour les
variétés de Triticum, et pour les différentes doses (témoin et plein champ) de I’herbicide

Sekator.
Type de
chlorophylle |Variétés| Doses n X SD
Waha DO 3 581,75 | 12,5
Ds 3 577,50 | 72,25
Cha HD DO 3 616,75 | 7,75
Ds 3 502,75 | 128,75
Waha DO 3 1008,0 | 116,25
Chb Ds 3 828,50 | 236,25
HD DO 3 735,75 | 119,75
Ds 3 287,00 | 110,50
Waha DO 3 1589,75 | 103,75
Ch (a+h) Ds 3 1406,00 | 164,75
HD DO 3 1352,5 | 112,75
Ds 3 789,75 | 239,50

n = effectif de 1’échantillon

X = moyenne arithmétique de 1’échantillon

SD = écart type de I’échantillon
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Tableau 22. Résultats de ’analyse de la variance de la comparaison, entre doses de

I’herbicide Sekator, pour chacune des deux variétés de Triticum, de la chl a, de la chl b et de

la chl (a+b), obtenus au cours des trois essais réalises.

Types de Variétés Parametres statistiques

chlorophylle ddl CM = P

Chla Waha 1 26 0,01 0,926 NS
HD 1 19437 2,34 0,201 NS

Chlb Waha 1 48241 1,39 0,304 NS
HD 1 302065 22,71 0,009**

Chl (a+b) Waha 1 50554 2,67 0,178 NS
HD 1 475031 13,56 0,021*

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus, dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur les figures 18,

19 et 20.
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Figure 18. Effets d’herbicide Sekator sur la teneur en chlorophylle a (mg/g de PF) des
deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apres 8 jours de traitement. (m £ SD; n = 3).
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Figure 19. Effets d’herbicide Sekator sur la teneur en chlorophylle b (mg/g de PF) des
deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apres 8 jours de traitement. (m £ SD; n = 3).
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Figure 20. Effets d’herbicide Sekator sur la teneur en chlorophylle (a+b) (mg/g de PF)
des deux variéetés de blé Waha (V1) et HD (V2) apreés 8 jours de traitement (m + SD; n=
3).




Traitement par I’herbicide Zoom

Le tableau 23, donne les parametres statistiques obtenus pour les chl a, chl b et chl
(a +b) pour chaque dose (témoin et la dose au plein champ de I’herbicide Zoom) et pour
chaque variété de Triticum. La comparaison des moyennes de chacune des trois
chlorophylles, entre doses, et pour chacune des deux variétés de bl¢ a 1’aide de 1’analyse de
la variance, révele qu’il existe des différences hautement significatives en ch a pour la variété
Waha seulement et des différences en ch b et (a+b) hautement a trés hautement significatives

uniquement pour la variété HD (Tableau 24).

Tableau 23. Parametres statiques calculés sur la chl a, la chl b et la chl (a+b) pour la variété

de Triticum, et pour les différentes doses (t¢émoin et plein champ) de I’herbicide Zoom.

Type de
chlorophylle |Variétés| Doses n X SD

Waha DO 3 581,75 | 12,50
Dz 3 627,50 | 09,75
Cha HD DO 3 616,75 | 07,75
Dz 3 514,00 | 82,75
Waha DO 3 1008,0 | 116,25
Chb Dz 3 877,00 | 121,25
HD DO 3 735,75 | 119,75
Dz 3 330,50 | 92,75
Waha DO 3 1589,75 | 103,75
Ch (a+b) Dz 3 |1504,75| 111,75
HD DO 3 1352,5 | 112,75
Dz 3 844,50 | 175,50
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Tableau 24. Résultats de ’analyse de la variance de la comparaison, entre doses de
I’herbicide Zoom, pour chacune des deux variétés de Triticum, de la chl a, de la chl b et de la

chl (a+b), obtenus au cours des trois essais realisés.

Types de Variétés Parameétres statistiques

chlorophylle ddl CM = P

Chla Waha 1 3151 25,19 0,007**
HD 1 15813 4,56 0,099 NS

Chlb Waha 1 25555 1,80 0,251 NS
HD 1 246341 21,47 0,010**

Chl (a+b) Waha 1 10795 0,93 0,390 NS
HD 1 387223 17,79 0,014*

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition
des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur les figures 21,
22 et 23.
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Figure 21. Effets d’herbicide Zoom sur la teneur en chlorophylle a (mg/g de PF) des
deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apres 8 jours de traitement. (m £ SD; n = 3).
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Figure 22. Effets d’herbicide Zoom sur la teneur en chlorophylle b (mg/g de PF) des
deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apres 8 jours de traitement. (m + SD; n = 3).
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Figure 23. Effets d’herbicide Zoom sur la teneur en chlorophylle (a+b) (mg/g de PF)
des deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) aprés 8 jours de traitement (m £ SD ; n=
3).




2. Les protéines.

Le tableau 25, donne les valeurs des parametres statistiques calculés sur les protéines,

pour chaque dose (témoin et la dose au plein champ des herbicides étudiés), par variété de blé

dur et blé tendre. Les résultats de I’analyse de la variance de la comparaison entre doses, des

moyennes des teneurs en protéines, indiquent tous des différences non significatives entre

doses pour chacune des deux variétés de blé et pour chacun des deux herbicides, sauf pour la

variété HD exposée a 1’herbicide Zoom ou I’on peut remarquer une différence hautement

significative (Tableau 26).

Tableau 25. Parameétres statistiques de base calculés sur les protéines (g / g de PF) par dose,

par herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 14,47 3,91

Ds 11,89 3,41

Sekator HD DO 13,27 0,66
Ds 14,92 1,31

Waha DO 14,47 3,91

Dz 14,34 0,77

Zoom HD DO 13,27 0,66
Dz 10,45 0,77

Tableau 26. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, des protéines obtenus, pour chacun des deux herbicides appliqués a chacune

des deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddl CM I:obs P
Sekator Waha 1 10,00 0,74 0,438 NS
HD 1 04,05 3,77 0,124 NS
Zoom Waha 1 00,02 0,00 0,960 NS
HD 1 11,98 23,45 0,008**
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La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétés Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 24.
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Figure 24. Effets de I’herbicide Sekator et Zoom sur la teneur en protéines (ug/g de PF)
des deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apreés 8 jours de traitement (m + SD;
n=3).

3. Laproline.

Les parameétres statistiques calculés sur la teneur en proline pour chaque dose (témoin
et dose au plein champ) et par variétés de blé, figurent dans le tableau 27.
La comparaisons de moyennes effectuées par I’analyse de la variance, entre doses de chacun
des deux herbicides, et pour chaque variété de blé, montrent des différences significatives
entre doses, sauf pour la variété HD exposée a 1’herbicide Zoom et des différences non
significatives pour la variété Waha, aussi la variété HD désherbé par I’herbicide Sekator
(Tableau 28).

o]



Tableau 27. Parameétres statistiques de base calculés sur la proline, par dose, par herbicide et

par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 0,61 0,26

Ds 0,72 0,07

Sekator HD DO 0,25 0,13
Ds 0,20 0,10

Waha DO 0,61 0,26

Dz 0,63 0,03

Zoom HD DO 0,25 0,13
Dz 0,58 0,07

Tableau 28. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, des prolines obtenus, pour chacun des deux herbicides appliqués a chacune

des deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddl CM I:obs P
Sekator Waha 1 0,0204 0,54 0,504 NS
HD 1 0,0048 0,33 0,596 NS
Zoom Waha 1 0,0006 0,02 0,903 NS
HD 1 0,1634 13,69 0,021 *

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétes Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 25.
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Figure 25. Effets de I’herbicide Sekator et Zoom sur la teneur en proline (ng/g de PF)
des deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apreés 8 jours de traitement (m + SD;
n=3).

4. Les sucres.

Le tableau 29, présente les paramétres statistiques calculés sur les sucres pour chaque
dose (témoin et dose au plein champ) et par variété de blé.
Le test d’analyse de la variance, utilisé pour comparer entre doses, les moyennes pour
chacune des deux variétés de blé et pour chaque herbicide, fait apparaitre des différences non
significatives pour toutes les comparaisons effectuées, sauf pour la variété HD exposée a
I’herbicide Sekator, par contre nous observons une différence significative, concernant le
traitement Zoom (Tableau 30).
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Tableau 29. Parameétres statistiques de base des sucres (g /g de PF) par dose, par herbicide

et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 5,59 2,36

Ds 8,97 1,89

Sekator HD DO 2,78 0,17
Ds 1,79 0,48

Waha DO 5,59 2,36

Dz 7,26 0,44

Zoom HD DO 2,78 0,17
Dz 1,26 0,71

Tableau 30. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, des sucres obtenus, pour chacun des deux herbicides appliqués a chacune des

deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddi CM Fobs P
Sekator Waha 1 17,20 03,75 0,125 NS
HD 1 01,48 11,05 0,029*
Zoom Waha 1 04,20 01,45 0,295 NS
HD 1 03,49 12,88 0,023*

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition

des deux variétes Waha et HD aux herbicides Sekator et Zoom est illustrée sur la figure 26.
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Figure 26. Effets de ’herbicide Sekator et Zoom sur la teneur en sucres totaux (pug/g de
PF) des deux variétés de blé Waha (V1) et HD (V2) apreés 8jours de traitement (m + SD;
n=3).

5. Discussion

L’objectif de cette étude de plein champ, est de suivre les modifications des
différents métabolites (chlorophylles a, b et a+ b, protéines totales et proline) chez deux
variétés de blé : Waha et HD, soumises a un traitement herbicide (Sekator et Zoom) afin de
lutter contre les mauvaises herbes.

Nous avons procedé au dosage des teneurs moyennes en chl a et chl b, et chlorophylle
totale (a+b) parameétres susceptibles de nous indiquer un éventuel stress, car considérées
comme bio marqueur de la toxicité des végétaux, puisque des corrélations entre les densités
cellulaires et les parametres de la fluorescence photosynthétiques, ont prouvé que ces
derniéres pouvaient étre considérées comme bio marqueurs de la toxicité dans le cadre de la
pollution environnementale (Dewez Dandal, 2007). Les résultats obtenus montrent une
diminution du taux de chlorophylle (b et a +b) par rapport au témoin, chez la variété HD
exposée aux deux herbicides et une stimulation du taux de chlorophylle a chez la varieté
Waha exposée a I’herbicide Zoom.

Chez les plantes et les algues vertes, les herbicides (atrazine par exemple) peuvent induire
une inhibition de la synthése de la chlorophylle par I’inhibition de l'activité de I'enzyme
protochlorophyllide réductase (Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2005).
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La plupart des herbicides induisent une inhibition de l'activité du PSIlI mais leurs
effets sur les polypeptides DI semblent étre variables. Les herbicides de type phénoliques
peuvent inhiber le transport d'électrons du PSII, en se liant au site quinone B (Qg) de la
protéine DI, accélérant ainsi la photoinhibition du PSII et la dégradation de la protéine DI via
la formation d'espéces réactives de I'oxygéne (l'oxygene singulet 'O, en particulier
(Nakajima et al., 1996; Fufezan et al., 2002). Les herbicides de type urée/triazine (DCMU
et atrazine, par exemple) vont bloquer I'oxydation de Q' en se liant au site Qg, empéchant
son association avec la plastoquinone (Krieger-Liszkay et Rutherford, 1998; lkeda et al.,
2003), induisant une inhibition du transport d'électrons entre les PSII et PSI. Cependant, ces
herbicides induisent peu d'effets sur la protéine DI et la photoinhibition du PSII,
comparativement aux herbicides de type phénoliques (Nakajima et al., 1996). Ce
ralentissement de la photoinhibition du PSII par les herbicides urée/triazine est supposé étre
associé a un retardement de la formation de Qa a I'état réduit, et a une faible production de
I'oxygéne singulet (Kirilovsky et al., 1994; Fufezan et al., 2002).

Nos resultats semblent concorder avec ceux de Puritch et Barker (1967) qui mettent
en évidence, un effet toxique de I’ammonium sur la synthése des chlorophylles de méme
qu’une perturbation de 1’aspect morphologique externe et interne, des chloroplastes des
feuilles de lycopersicum esculentum qui apparaissent, suite au traitement a I’ammonium.
D’autre travaux, (Havaux, 1988; Djekoun et Ykhlef, 1996) montrent une réduction de la
photosynthése, vis-a-vis de la sécheresse. Cette réduction de la photosynthése est liée, d’une
part a la fermeture des stomates (Johnson et al., 1984) et d’autre part, a la réduction de
I’activité photochimique du PSII (effets « non stomatiques ») (Farquhar et Sarhey, 1982).

Tahri et al, (1997) enregistrent une diminution des teneurs en pigments
chlorophylliens totaux (chl a et b) suite a un stress osmotique chez deux variétés de blé dur.
Hedegiis et al., (2001), Wang et Zhou (2005), montrent que le chlorimuron éthyl dans le sol
provoque une réduction des pigments chlorophylliens. Ces résultats sont similaires a d’autres
résultats obtenus par des chercheurs, ayant travaillé sur les métaux lourds. L’acide
abscicique appliqué sur le blé dur, tend également a réduire la photosynthese, ce qui
contribue a réduire le rendement. La diminution de la surface transpirante, se traduit par une
réduction de la surface photosynthétique. Les travaux de Bensoltane et al., (2006), montrent
que le traitement par NH;NO; affecte négativement beaucoup plus le métabolisme
respiratoire que la photosynthese des mousses et des lichens.

L’augmentation du taux de chlorophylle a chez la variét¢ Waha exposée a I’herbicide

Zoom a été aussi obsérvé avec 1’herbicide « atrazine ». L’atrazine stimule la croissance et le
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contenu en chlorophylle a d'une algue verte (Chlamydomonas) et d'une diatomée (Synedra
aeus). La stimulation de croissance observée lors de I'exposition a de faibles concentrations
de toxiques pourrait étre le résultat d'une adaptation des pigments photosynthétiques
(Hatfield et al., 1989 ; Gustavson et Wangberg, 1995).

Rioboo et al.,, (2002) constatent que I'exposition des algues a de faibles
concentrations d'herbicides de type triazine, provoque une augmentation de la densité
cellulaire et du taux de croissance aprés 96 heures de traitement. Cette stimulation de la
croissance, obtenue aux concentrations les plus basses de terbutryn, montre la capacité des
cellules algales, telles que Chlorella vulgaris, a s'adapter et a résister aux effets inhibiteurs
des herbicides. Par contre, ces effets disparaissent aux concentrations plus élevées. Gonzalez-
Barreiro et al., (2004) rapportérent aussi, une stimulation du contenu en chlorophylle a et en
caroténoides par l'atrazine, aprés 48 heures de traitement, suivie d'une baisse du contenu
pigmentaire aprés 96 heures, chez la cyanobactérie Syneehocoeeus elongatus. Ces effets
stimulants, ont déja été notés avec d'autres espéces et différents herbicides (EI-Dib et al.,
1991; Franqueira et al., 1999). Une réponse comme la synthese de composants des
thylacoides est considérée comme une adaptation générale aux situations dans lesquelles le
transport photosynthétique des électrons est fortement limité (Behra et al., 1999). La
résistance pourrait étre due a une structure spécifique du PSII et a la composition pigmentaire
(Hatfield et al., 1989).

Le dosage de proline montre que la teneur de cette derniére augmente
significativement chez la variété Waha traitée avec I’herbicide Zoom, comparativement au
témoin. Nos résultats concordent avec ceux de Bensoltane (2006) qui a enregistré une
augmentation de la proline lors d’un stress du au NH4NOj3 chez les mousses et les lichens.
Aussi, Gaballah et Rady (2012) ont pu ressortir, que la proline augmente lors de
I’exposition de Pisum sativum L au cadimium. Cette accumulation de proline, a été
démontrée chez de nombreuses variétés de blé et dans plusieurs types de stress osmotiques,
hydriques, et thermiques. (Bellinger et al., 1989; Ober et Sharp, 1994, Sassi et al., 2012).

L’accumulation de la proline est une des stratégies adaptatives déclenchées par la
plante face aux contraintes de 1’environnement (Belkhodja et Benkablia, 2000).

Cependant I’explication de I’accumulation de la proline est différente selon les auteurs
(Valentovic et al., 2006), certains comme Hanson et al., (1977) affirment que c’est une
conséquence pathologique, d’autres comme Stewart et Lee (1974) suggerent que la proline a
de fortes concentrations, agit comme soluté pour 1’ajustement osmotique ; cette derniére

pourrait, également intervenir dans la régulation du pH cytoplasmique (Pesci et Beffagna,
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1984) ou pour servir de réservoir de composés azotés et de carbone pour 1’utilisation
ultérieure dans la croissance.

Tahri et al., (1997) ; Cheikh M’hamed et al., (2008) ; Zraibi et al., (2012) et Laala
et al., (2013) montrent que 1’augmentation de la teneur en proline foliaire sous 1’effet du
stress est suivie par un abaissement dans les teneurs en pigments chlorophylliens totaux
(chlorophylles a et b). Les résultats de Tahri et al., (1997) révélent une certaine
proportionnalité, mais inverse, entre les teneurs en proline accumulées et les teneurs en
pigments chlorophylliens perdus. Ainsi la variété qui accumule plus de proline est aussi celle
qui connait la plus forte diminution de ses teneurs en pigments chlorophylliens et vice versa.
Ces résultats suggerent ’existence d’une connexion vraisemblable entre les voies de
biosynthese des pigments chlorophylliens et de la proline. Une compétition entre ces deux
composés sur leur précurseur commun, le glutamate, peut étre a 1’origine de cette évolution
(Bengston et al., 1978 ; Reddy et Veeranjaneyulu, 1991).

Cette augmentation de la concentration de proline cytoplasmique, est consécutive a la
stimulation de sa synthése, résultant d’une élévation, des quantités des messagers codant,
pour I’enzyme qui convertit le glutamate semi-aldéhyde en proline. 1l existe deux voies de
biosynthése de la proline chez les plantes, celle de I’ornithine et celle du glutamate. Cette
derniére semble étre prédominante sous conditions de stress (Silva-Ortega et al., 2008). Il
semble que la stimulation de la synthése de proline soit parallele a une activation globale
d’une voie métabolique partant du glutamate semi-aldéhyde et conduisant a la proline, mais
aussi aux polyamines, via I’ornithine et I’arginine (Bartels et Sunkar, 2005). La proline agit
en tant que composé soluble compatible dans 1’ajustement osmotique, pouvant atteindre de
fortes concentrations, sans exercer d’effets toxiques comme le cas des ions (Yancey et al.,
1982; Silva-Ortega et al., 2008). En plus du role osmotique attribué a la proline, celle-ci
intervient dans la détoxication des formes actives d’oxygéne (Hong et al., 2000; Kocsy et
al., 2005) et la stabilisation des protéines (Ashraf et Foolad 2007; Majumder et al., 2010),
protégerait 1’intégrité de la membrane plasmique (Mansour, 1998) et constituerait une source
de carbone et d’azote (Ahmad et Hellebust, 1988; Peng et al., 1996; Sairam et Tyagi,
2004). Selon Hare et Cress (1997). La proline maintient le rapport NADP+/NADPH
compatible avec le métabolisme cellulaire et agirait sur le potentiel redox de la cellule ainsi
que les processus de signalisation associés au stress salin, notamment par 1’induction de
I’expression des génes de réponse qui possédent au niveau de leur promoteur, des éléments
de réponse a la proline tel que ACTCAT (Chinnusamy et al., 2005). L’accumulation de la
proline chez diverses espéces de plantes stressées a été corrélée a leur capacité de tolérance,
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et sa concentration est généralement plus élevée chez les plantes tolérantes que chez les
plantes sensibles (Ashraf et Foolad, 2007).

Savoure et al., (1995) montrent chez Arabidopsis que 1’augmentation de transcrits de
la PS5CR (Al-pyrroline-5-carboxylate synthétase) est corrélée a une augmentation de proline.
De plus, cet auteur a montré que cette augmentation était directement reliée a 1’application du
stress. En effet, lors de la phase de récupération juste apres I’application du stress, le contenu
en proline diminue en méme temps que la quantité de transcrits correspondant a la PSCR (Al-
pyrroline-5- carboxylate synthétase). L’induction de ce géne est directement reliée a la
régulation du taux de proline dans les cellules en fonction du stress.

Concernant les dosages des sucres totaux, les résultats obtenus, avec les deux variétés
de blé, suite aux traitements avec Sekator et Zoom, indiquent une diminution nette de la
teneur en sucres totaux chez la variété HD, exposée a ces deux herbicides. Nos résultats
concordent avec ceux de Fayez et Abd- Elfattah (2007) qui ont enregistré une diminution
de la teneur en sucres totaux chez Chlorella vulgaris sous I’effet de I’herbicide Diuron.
D’aprés les travaux de recherche de Bordjiba et Ketif (2009) sur I’effet de trois pesticides
sur quelques métabolites physio-biochimiques du blé dur, ont constatés qu’il y avait une
corrélation étroite entre les taux de glucides et de la chlorophylle. En effet, les glucides
proviennent de la photosynthese, ce processus met en jeu les molécules de chlorophylle a, b
et caroténoides pour collecter 1’énergie lumineuse, qui est transmise aux différents
transporteurs d’électrons, de la chaine photosynthétique, afin de réduire le NADP en NADPH
+ H" et phosphoryler ’ADP en ATP + Pi. L’ATP et le NADPH ainsi produits sont utilisés
pour réduire le CO, en molécules organiques tels que les glucides. Plus le nombre de
molécules de chlorophylle a, chlorophylle b et caroténoides est important, plus 1’énergie
lumineuse absorbée est importante et la chaine photosynthétique peut fonctionner au
maximum de ses capacités.

Cependant, les sucres solubles sont également impliqués dans de nombreuses autres
conditions de stress biotiques ou abiotiques, ou ils ne sont pas sur accumulés comme dans les
réponses au froid ou a la sécheresse (Ramel, 2009). Des expérimentations réalisant des pre-
traitements de saccharose, ont permis de mettre en évidence des phénomeénes d’induction de
résistance a une infestation par Magnaporthe oryzae chez le riz (Gomez-Ariza et al., 2007),
ou de tolérance au stress anoxique chez Arabidopsis thaliana (Loreti et al, 2005).

A propos de nos travaux realisés sur la synthese protéique, celle-ci ne semble pas étre
endommagée, par la présence des herbicides. Les quantités dosées a partir de I’extrait des

feuilles, sont 1égérement plus importantes que celles des plantes témoins, n’ayant pas subies
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I’effet des herbicides. Les taux sont assez similaires dans tous les échantillons, sauf pour la
variété HD exposée a I’herbicide Zoom. Il n’y a donc pas de grandes fluctuations en fonction
de la nature des molécules et des différentes doses utilisées.

Nos résultats confirment ceux obtenus par Kloskowski et al., (1992); Dec et al., (1997) qui
affirment que les concentrations modérées de pesticides absorbées par les plantes n’influent
pas beaucoup sur les teneurs en protéines. De nombreux auteurs ont signalé également que
les taux des protéines a partir des echantillons contaminés par les pesticides sont quasiment
identiques a ceux des plantes non contaminées.

La diminution de la teneur en protéines totales, chez la variéeté HD exposée a
I’herbicide Zoom peut étre due a l’augmentation de la teneur en proline. En effet
I’accumulation de la proline, induite par les stress, peut étre le résultat de 1’altération de la
biosynthese des protéines (Stewart et al., 1977). Cette accumulation de proline peut étre due
également a une altération de quelques enzymes impliquées dans la photosynthése. Par
exemple, le cadmium induit une altération de la ribulose 1,5 bisphosphate
carboxylase/oxygénase et également d'autres enzymes impliquées dans la photosynthése, le
cycle de Calvin et la biosynthese de la chlorophylle. Cette altération est accompagnée d'une
inhibition de la biosynthése des acides gras, des acides aminés et des protéines ainsi que d'une

altération de la croissance cellulaire (Gillet et al., 2006).
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C. Effets des herbicides sur les biomarqueurs

1. Activité enzymatique

Dans notre travail, nous avons étudié trois activités enzymatiques a savoir la catalase

(CAT), l'ascorbate peroxydase (APX) et le gaiacol peroxydase (GPX).

Activité de la catalase (CAT)

L'évolution de l'activité CAT des deux variétés Waha et HD, soumises au traitement
Sekator et Zoom est représentée sur la figure 27 et les parametres statistiques calculés par

dose, par herbicide et par variété de blé sont représentés dans le tableau 31.

D'apres 1’analyse de la variance (Tableau 32), on constate que le Sekator a tendance a inhiber
I'activité CAT de facon significative chez la variété HD, il reste cependant pratiqguement sans
effet chez les feuilles isolées de la variété Waha. Le traitement par le Zoom a tendance a
stimuler l'activité CAT chez les feuilles isolées de la variété Waha beaucoup plus que chez
les feuilles isolées de la variété HD.

Il ressort de ces traitements (Sekator et Zoom) que I’activité CAT enregistrée chez les feuilles
isolées de la variété HD, est beaucoup plus sensible au Sekator, ot le maximum de cette
activité est de I’ordre de 2,61 fois moins élevé que celui enregistré avec la méme variété

exposée a I’herbicide Zoom.
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Tableau 31. Parametres statistiques de base des catalase (nmoles / min /mg de Prot) par dose,

par herbicide et par variété de Triticum.

Herbicide | Variétés| Dose n X SD
Waha DO 3 0,95 0,62

D1 3 0,81 0,02

Sekator HD DO 3 0,86 0,17
D1 3 0,33 0,12

Waha DO 3 0,95 0,62

D1 3 2,79 0,72

Zoom HD DO 3 0,86 0,17
D1 3 0,83 0,61

Tableau 32. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose
au plein champ, de I’activité catalase obtenus, pour chacun des deux herbicides appliqués a

chacune des deux variétés de Triticum.

Herbicide | Variété ddl CM Fobs P

Sekator Waha 1 0,028 0,14 0,723 NS
HD 1 0,4214 | 18,7 0,012*

Zoom Waha 1 5,06 11,15 0,029*
HD 1 0,001 0,01 0,939 NS

Les mesures des activités CAT des feuilles isolées traitées et non traitées des deux

variétés du blé sont rapportées dans la figure 27.
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Figure 27. Effets du traitement par le Sekator et Zoom sur I'activité CAT chez les
feuilles isolées des deux variétés Waha et HD (m + SD; n = 3).

Activite Ascorbate Peroxydase (APX)

Les parameétres statistiques calculés sur l'activité ascorbate peroxydase par dose et par
variétés de blé, figurent dans le tableau 33.
La comparaison des moyennes, effectuées par I’analyse de la variance, entre le témoin et la
dose homologuée de chacun des deux herbicides et pour chaque variété de blé, montrent des
différences hautement significatives pour les variétés exposées au Sekator, cette différences
se traduit par une diminution de I'activité APX pour la variété Waha et une augmentation de
Iactivité enzymatique pour la variét¢ HD. Par contre on constate que I’exposition a
I’herbicide Zoom, des feuilles isolées de la variété HD, provogue une  stimulation de
I'activité APX. En effet celle-ci passe de 18,09 a 35,87 nmoles / min /mg de Prot (Tableau
34).
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Tableau 33. Paramétres statistiques de base calculés sur I’activité de l'ascorbate peroxydase,

par herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 68,21 | 10,36
Ds 34,88 | 04,40
Sekator HD DO 18,09 05,72
Ds 49,10 | 05,17
Waha DO 68,21 | 10,36
Dz 53,86 | 15,78
Zoom HD DO 18,09 | 05,71
Dz 35,87 | 07,69

Tableau 34. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, de I’activité ascorbate peroxydase obtenus pour chacun des deux herbicides

appliqués a chacune des deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddl CM I:obs P
Sekator Waha 1 1666,7 26,33 0,007 **
HD 1 1442 .4 48,53 0,002 **
Zoom Waha 1 309 1,73 0,258 NS
HD 1 474, 2 10, 32 0,033 *

L'évolution de l'activité APX des deux variétés Waha et HD exposés aux deux

herbicides: Sekator et Zoom sont représentées sur la figure 28.
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Figure 28. Effets du traitement herbicides sur I'activitée APX chez les feuilles isolées des
deux variétés Waha et HD (m + SD; n = 3).

Activité Gaiacol Peroxydase (GPX)

Les parameétres statistiques calculés sur l'activité gaiacol peroxydase par doses et par
variété de blé, figurent dans le tableau 35.
La comparaison des moyennes effectuées par 1’analyse de la variance, entre le témoin et
traités, montrent des différences non significatives pour la variété Waha exposées aux
Sekator et Zoom par contre nous constatons que le traitement par ces deux herbicides,
provoque une diminution significative & hautement significative de I'activité GPX des feuilles

isolées de la variété HD (Tableau 36).
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Tableau 35. Parameétres statistiques de base calculés sur I’activité gaiacol peroxydase, par

herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 120,64 | 33,54
Ds 99,95 | 05,08
Sekator HD DO 131,35 | 10,37
Ds 90,55 | 14,67
Waha DO 120,64 | 33,54
Dz 108,01 | 07,20
Zoom HD DO 131,35 | 10,37
Dz 87,45 | 10,80

Tableau 36. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, de I’activité de gaiacol peroxydase obtenus pour chacun des deux herbicides

appliqués a chacune des deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parametres statistiques
ddi CM Fobs P
Sekator Waha 1 642 1,12 0,350 NS
HD 1 2497 15,47 0,017 *
Zoom Waha 1 239 0,41 0,558 NS
HD 1 2892 25, 80 0,007 **

Les mesures de 1’activité GPX des feuilles isolées traitées et non traitées des deux

variétés du blé sont rapportées dans la figure 29.
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Figure 29. Effets du traitement herbicide, sur I'activité GPX chez les feuilles isolées des
deux variétés Waha et HD (m + SD; n = 3).

2. Les lipoperoxydes membranaires

Les paramétres statistiques, calculés sur les lipoperoxydes membranaires par dose
d’herbicide et par variété de blé, figurent dans le tableau 37.
La comparaison des moyennes effectuées par 1’analyse de la variance, entre témoin et traités,
montrent des différences non significatives, pour la variété Waha, exposée a 1I’herbicide
Sekator et pour la variété HD exposée a I’herbicide Sekator et Zoom. Cependant, nous
constatons que le traitement par I’herbicide Zoom, provoque une diminution significative de

MDA des feuilles isolées de la variété Waha (Tableau 38).
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Tableau 37. Parametres statistiques de base calculés sur le MDA (n mol / g de PF) par dose,

par herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 15,81 2,18

Ds 14,34 1,95

Sekator HD DO 09,78 0,49
Ds 10,47 3,13

Waha DO 15,81 2,18

Dz 09,66 2,90

Zoom HD DO 09,78 0,49
Dz 11,83 2,62

Tableau 38. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, des MDA obtenus, pour chacun des deux herbicides appliqués a chacune des

deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddl CM I:obs P
Sekator Waha 1 03,21 0,74 0,435 NS
HD 1 00,71 0,14 0,725 NS
Zoom Waha 1 56,67 8,59 0,043*
HD 1 06,26 1,76 0,255 NS

La représentation graphique des résultats statistiques obtenus dans le cas d’exposition des

deux variétes Waha (V1) et HD (V2) aux herbicides est illustrée sur la figure 30.
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Figure 30. Effets du traitement herbicide, sur le MDA chez les feuilles isolées des deux
variétés Waha et HD (m + SD; n = 3).

3. Les composés phénoliques

Teneur des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux, est effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée de Singleton et Ross (1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu.
Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiére
végetale seche (mg EAG/g de MS), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique.
Les parametres statistiques calculés sur la teneur des phénols totaux (mg EAG/g de MS), par
dose et par variéte de blé, figurent dans le tableau 39.
La comparaison de moyennes effectuées par 1’analyse de la variance, entre le témoin et la
dose homologuée de chacun des deux herbicides et pour chaque variété de blé, montrent des
diminutions significatives de la teneur des phénols totaux pour la variété Waha exposée a
I’herbicide Sekator (Tableau 40).
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Tableau 39. Parameétres statistiques de base calculés sur la teneur des phénols totaux par

dose, par herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 364,59 | 20,54
Ds 292,82 | 40,76
Sekator HD DO 383,76 | 32,35
Ds 408,35 | 17,82
Waha DO 364,59 | 20,54
Dz 394,47 | 40,36
Zoom HD DO 383,76 | 32,35
Dz 381,29 | 07,24

Tableau 40. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, de la teneur des phénols totaux obtenus pour chacun des deux herbicides

appliqués a chacune des deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddl CM I:obs P
Sekator Waha 1 7726 7,42 0,05*
HD 1 907 1,33 0,313 NS
Zoom Waha 1 1340 1,31 0,317 NS
HD 1 9 0,02 0,904 NS

La variation de la teneur des phénols totaux des feuilles isolées traitées et non traitées

des deux variétés du blé sont rapportées dans la figure 31.
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Figure 31. Effets du traitement herbicide, sur la teneur des phénols totaux chez les
feuilles isolées des deux variétés Waha et HD (m + SD; n = 3).

Teneur des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par
Zhishen et al, (1999). La catéchine considérée comme contrdle positif a permis de réaliser
une courbe d’étalonnage, & partir de laquelle nous avons calculé, la teneur en flavonoides des
différentes parties de la plante qui est exprimé en mg équivalent de catéchine (EC) par
gramme de matiére végétale séche.

Les parametres statistiques calculés sur la teneur en flavonoides (mg EC/g MS), par dose et
par variété de blé, figurent dans le tableau 41.

La comparaison de moyennes effectuées par I’analyse de la variance, entre le témoin et la
dose homologuée de chacun des deux herbicides, et pour chaque variété de blé, montrent des
diminutions hautement significatives en flavonoides pour la variété Waha exposée au Sekator
(Tableau 42).
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Tableau 41. Paramétres statistiques de base calculés sur la teneur en flavonoides par dose,

par herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 1,17 0,12

Ds 0,60 0,13

Sekator HD DO 0,55 0,01
Ds 0,54 0,03

Waha DO 1,17 0,12

Dz 0,91 0,29

Zoom HD DO 0,55 0,01
Dz 0,58 0,18

Tableau 42. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison de la teneur en

flavonoides obtenus pour chacun des deux herbicides appliqués a chacune des deux variétés

de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddi CM Fobs P
Sekator waha 1 0, 4913 30,87 0,005**
HD 1 0,000081 0,14 0,729 NS
Zoom waha 1 0,1069 2,11 0,220 NS
HD 1 0,0014 0, 09 0,785 NS

La variation de la teneur en flavonoides des feuilles isolées traitées et non traitées des

deux variétes du bleé est rapportée dans la figure 32.
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Figure 32. Effets du traitement herbicide, sur la teneur en flavonoides chez les feuilles
isolées des deux variétés Waha et HD (m = SD; n = 3).

Teneur des tanins

La quantification des tanins a été effectuée par une méthode adaptée par Zhang et al.,
(2008). Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant de la catéchine comme contrdle
positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par
gramme de la matiére végétale seche (mg EC/g de MS).

Les parametres statistiques calculés sur la teneur en tannins (mg EC/g de MS), par

dose et par variété de blé, figurent dans le tableau 43.
La comparaison de moyennes effectuées par 1’analyse de la variance, entre le témoin et la
dose homologuée de chacun des deux herbicides, et pour chaque variété de blé¢, montrent des
différences non significatives sur la teneur en tannins pour les variétés traitées et non traitées
(Tableau 44).
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Tableau 43. Paramétres statistiques de base calculés sur la teneur en tannins par dose, par

herbicide et par variété de Triticum.

Herbicides Variétés| Doses X SD
Waha DO 0,45 0,07

Ds 0,54 0,04

Sekator HD DO 0,67 0,09
Ds 0,74 0,07

Waha DO 0,45 0,07

Dz 0,63 0,12

Zoom HD DO 0,67 0,09
Dz 0,71 0,006

Tableau 44. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison entre le témoin et la dose

au plein champ, de la teneur en tannins obtenus pour chacun des deux herbicides appliqués a

chacune des deux variétés de Triticum.

Herbicides Variétés Parameétres statistiques
ddl CM I:obs P
Sekator Waha 1 0, 01354 3,85 0,121 NS
HD 1 0,00714 1,05 0,363 NS
Zoom Waha 1 0, 0481 4,78 0,094 NS
HD 1 0,0024 0, 61 0,478 NS

Les mesures de la teneur en tannins des feuilles isolées traitées et non traitées des

deux variétes du blé sont rapportées dans la figure 33.
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Figure 33. Effets du traitement herbicide, sur la teneur en tanins chez les feuilles isolées
des deux variétés Waha et HD (m + SD; n = 3).

Activité antiradicalaire des polyphénols

Ce test est basé sur la mesure de la capacité des produits étudiés, a réduire le radical

DPPH (2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

in vitro le DPPH-H. En présence d’un

antiradicalaire, 1’hydrate 2,2 diphenyl -1-picrylhydrayl, de couleur violette se transforme en

jaune par ’aspect du 2,2 diphenyl -1-picrylhydrayl (Tableau 45). Les changements de la

couleur passent du violet foncé au jaune léger.

Tableau 45. Effet scavenger de I’extrait méthanolique et de ’acide ascorbique vis-a-vis du
radical libre DPPH in vitro

Extrait méthanolique

% de réduction

Waha témoin 61,73
Waha traité avec Sekator 47,73
Waha traité avec Zoom 52,53
HD témoin 54,80
HD traité avec Sekator 57,60
HD traité avec Zoom 54,80
Acide ascorbique 57,86

L’activité antiradicalaire in vitro des flavonoides est évaluée par la diminution du taux

de DPPH°® dosé (Figure 34).
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Figure 34. Cinétique de la réaction de réduction du DPPH des extraits méthanoliques
(n=3).

La lecture de cette figure, montre que 1’effet antiradicalaire des extraits méthanolique
est variété dépendant. Le pouvoir antioxydant vis a vis du DPPH?, le plus élevé (61, 73 %)
est observé avec la variété Waha, pouvoir équivalent a celui qu’exerce la vitamine C (57,
86%).

Le classement des variétés pour cette phase se fera par ordre décroissant, de la plus faible

capacité du piégeage vers la plus forte capacité:

WS<WZ<H et HZ<HS<W

4. Discussion

Les résultats obtenus, indiquent que les herbicides sont des agents inducteurs de stress
oxydant provoquant des perturbations importantes du métabolisme cellulaire chez le genre
Triticum. Pour faire face au stress, la plante va mobiliser des systéemes antioxydants. Ces
systéemes antioxydants peuvent étre enzymatiques et/ou non-enzymatiques et la coopération
entre ces antioxydants joue un role important dans 1’élimination des ROS et le maintien du
statut redox de la plante (Cho et Seo, 2005). La détoxication peut étre envisagée par plusieurs

enzymes : La catalase (CAT) localisée au niveau des peroxysomes et des mitochondries, le
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gaiacol peroxydase ou GPX localisée au niveau du cytoplasme et des parois cellulaires et les
enzymes du cycle ascorbate-glutathion (APX, MDHAR, DHAR et GR). Ce cycle est localisé
dans plusieurs compartiments cellulaires tels que les chloroplastes, le cytosol, les
peroxysomes et les membranes plasmiques (Jiménez et al., 1997; Noctor et Foyer, 1998).

Chez le blé, le niveau de I’activité spécifique des trois enzymes étudiées est variable.
Le dosage des enzymes intervenants dans la détoxification, a savoir la catalase, montre que le
traitement par ’herbicide Zoom a tendance a stimuler cette enzyme chez la variété Waha,
alors que le traitement par I’herbicide Sekator a tendance a inhiber la catalase chez la variété
HD.

L’augmentation de ’activité de la catalase est étroitement liée a 1’augmentation de la
concentration intracellulaire du peroxyde d’hydrogéne et du Ca®*. En situation de stress, une
augmentation de la teneur en calcium entraine une stimulation de 1’activité de cette enzyme
suite a la fixation de 1’ion calcique a une protéine cytosolique, appelée calmoduline, formant
un complexe Ca’’calmoduline. Ce dernier joue le réle d’une molécule signal, stimulant
I’activité de la catalase (Yang et Poovaiah, 2002). Cette enzyme est connue dans la réduction
des taux d’H,O, néfastes pour I’intégrité¢ cellulaire (Willekens et al., 1997). Ainsi
I’absorption des matieres actives contenues dans les deux herbicides, seraient a 1’origine de
la synthése de radicaux libres en quantités importantes générant ainsi un véritable stress
oxydatif (Grene, 2002). La diminution de ce parametre, lorsque la variété HD est cultivée en
présence du Sekator montre qu’elle est plus sensible a cette molécule, que 1’autre variété.
Chez les céréales, la catalase est considérée comme un marqueur central dans la protection

contre le stress oxydatif, principalement dans des conditions de stress abiotique.

Ainsi, les travaux de Kim et al., 2005 et Khosravinejad et al., 2008, ont montré que
I’activité de la catalase augmente dans les racines de I’orge, soumis & un stress salin. De
méme, des plantes infectées par des virus, connaissent une augmentation de I’activité des
enzymes du systeme antioxydant dont la catalase, apres traitement aux glucanes (Kim et al.,
2009). Dans notre recherche, I’exposition a I’herbicide Sekator entraine une variation
significative de ’activité APX chez les variétés étudiées. La variété Waha présente une
diminution de D’activit¢é APX, par contre chez la variété HD, nous enregistrons une
stimulation hautement significative de 1’ascorbate peroxydase comparativement au témoin, et
au moment de I’exposition a I’herbicide Zoom, I’activité APX augmente, par rapport au
témoin, chez la variété HD. La méme réponse a été également enregistrée, chez le blé

soumis aux conditions de sécheresse (Zhang et Kirkham, 1994). Cependant, une chute dans
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l'activité peroxydase au niveau des sapins (Kaminska-Rozek et Pukacki, 2004) et du riz
(Boo et Jung, 1999) a été mise en évidence. Entre temps, 1’exposition a 1’herbicide Sekator
provoque une diminution significative de ’activité gaiacol peroxydase chez la variété HD et
une diminution hautement significative de cette activité chez la méme variété exposée a
I’herbicide Zoom.

Un certain nombre d'explications a propos de 1’augmentation de [D’activité

enzymatique sont possibles. Les concentrations élevées de H,O, pourraient libérer la
peroxydase des structures membranaires, auxquelles elle est normalement associée (Zhang et
Kirkham, 1994). La catalase et 1’ascorbate sont les enzymes antioxydantes les plus efficaces
(Khaldi, 2013).
La diminution de I’activit¢é GPX dont le role est d’éliminer H,O,, est associée a une capacité
de régénération accrue, en accord avec les travaux de Tian et al., (2003) et Tang et Newton
(2005). Les metaux lourds sont connus pour accroitre la formation de ROS (Siedlecka et
Krupa, 2002), produisant un stress oxydatif secondaire, dont une altération de la structure
des protéines, par oxydation des groupes thiols, conduisant a une baisse de 1’activité GPX,
donc la baisse d’activité GPX pourrait étre expliquée par une oxydation sous I’effet des ROS
des groupes thiols de cette enzyme (Davies, 1987 ; Van Assche et Clijsters, 1990 ; Dietz,
2005), réduisant ainsi 1’élimination de H,O,.

Dans notre étude, la diminution de l'activité GPX, laisse suggérer que le gaiacol
peroxydase peut ne pas étre si suffisant dans 1’élimination de H,O,. Les peroxydases, qui sont
spécifiguement impliquées dans la détoxification de H,O,, incluent le glutathion, le
cytochrome ¢ et les ascorbate peroxydases (Jiang et Huang, 2001; Hodges et Forney,
2000). Le role de la peroxydase non spécifique dans la protection contre le H,O, est mineur
(Zhang et Kirkham, 1994) et sa fonction est généralement moins définie puisqu'elle catalyse
I'oxydation des substrats phénoliques (Boo et Jung, 1999 ; Kaminska-Rozek et Pukacki,
2004) et elle pourrait aussi avoir une autre fonction physiologique. Cependant, Bacon et al.,
(1997) ont rapporté que des changements de l'activité cytoplasmique sont souvent associes a
I'induction du systeme antioxydant. La réduction des activites CAT et de POX induites par le
déficit hydrique, souligne lI'accumulation de 'O, et de H,0,. Ainsi, le niveau élevé de ces
formes actives de 1’0, peut mener & la production des radicaux hydroxyles (OH-) fortement
actifs par I'intermédiaire du métal de transition tel que le fer et le cuivre ; catalyseurs de cycle
Haber-Weiss (Smirnoff, 1993). OH- est considéré comme la forme active de lI'oxygeéne la
plus susceptible pour déclencher la destruction peroxydative des lipides et des dommages
conséquents (Zhang et Kirkham, 1994).
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Le MDA est un agent alkylant puissant, capable de réagir avec les macromolécules
biologiques. Le dosage de ce compose, présente donc un intérét certain chez les végétaux
soumis a des contaminations multiples (Narbonne et al., 1991). Concernant nos résultats, les
valeurs enregistrées pour les teneurs en MDA interréagissent avec 1’acide thiobarbiturique
(TBA), indiquent que celles-ci diminuent avec le traitement par I’herbicide Zoom pour la
variété Waha. La diminution de la peroxydation des lipides traduit, selon Xue et al., (2001),
une diminution des effets oxydatifs des espéces réactives de I’oxygene.

En support au cycle Halliwell-Asada, lorsque celui-ci ne suffit plus a détoxifier les
radicaux libres, plusieurs observations soutiennent que des composés phénoliques pourraient
prendre la releve. Ces composés forment un groupe important de métabolites secondaires
dans les végétaux, tant par leur diversité, leur concentration et leurs fonctions, dont
possiblement un role photoprotecteur (Edreva, 2005). Cependant, I'efficacité du processus de
détoxification par les composés phénoliques n'est toujours pas établie, notamment parce que
les radicaux libres sont principalement produits dans les chloroplastes et les mitochondries
alors que les composés phénoliques s'accumulent principalement dans les vacuoles des
cellules épidermiques. Pour certains auteurs (Yamasaki et al., 1997), leur localisation ne
serait pas une contrainte au processus de détoxification, car certains radicaux libres (H20,)
sont facilement translocables (long temps de vie) et pourraient donc rejoindre les composés
phénoliques jusque dans I'épiderme. De plus, il est déja bien connu que les composés
phénoliques démontrent une forte capacité antioxydante. Plusieurs de ces composés ont
méme une capacité antioxydante supérieure, a celle de l'acide ascorbique (Rice-Evans,
2001).

Beaucoup de travaux relient aussi bien le métabolisme des phénols, que la teneur de
ces composes, a l'induction d'un certain type de stress aux plantes (Rivero et al., 2001 ; Ruiz
et al., 1998). La structure polyphénolique permet la détoxification des especes toxiques de
I’oxygene (Rice-Evans et al., 1996). Les réponses antioxydantes des flavonoides réside dans
leurs propriétés de détoxifier le radical superoxyde et I'oxygéne singulet (Bors et al., 1996) et
leur action devient importante sous stress hydrique quand la production des radicaux
superoxydes accroit (Sgherri et al., 1996). En revanche, le potentiel antioxydant des
polyphénols simples est moins connu (Caldwell, 2001).

Ce pouvoir antioxydant est imputable aux groupements hydroxyles des composeés
phénoliques. Leur potentiel de réduction est fonction de la structure catéchol de I'anneau
benzoique (B), de la position des doubles liaisons et de la quantité de groupements
hydroxyles (Figure 35). Les composés phénoliques avec un groupement diphénol en position

E



ortho ou para comme les catéchines ont un potentiel d'oxydation plus faible, donc sont plus
facilement oxydés, que ceux avec des diphénols en position méta ou des phénols seuls

comme les flavones qui sont moins réactives (Kilmartin et al., 2001).
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Figure 35. Structure chimique typique (a) des flavonoides (Yamasaki et al, 1997), (b) des
Flavones (Dixon et Paiva, 1995) et (c) des catéchines (Kilmartin et Hsu, 2003).

Les composés phénoliques joueraient le role de donneurs d'électrons et d'un atome
d'’hydrogéne afin de réduire le peroxyde d'hydrogéne pour les scinder en H,0 et O,
(Castelluccio et al., 1995; Yamasaki et al., 1997). Cette réaction est catalysée par les
peroxydases de classe Ill, le plus souvent dénotée guaiacol peroxydase, qui se retrouvent dans
les vacuoles et l'apoplaste (parois cellulaires) (Almagro et al., 2009). Les composés
phénoliques qui ont été oxydés dans cette réaction peuvent étre réduits par I'acide ascorbique
pour reprendre leur état d'oxydoréduction initial. L'acide ascorbique pourra étre de nouveau
réduit a l'aide de I'enzyme dehydroascorbate réductase pour étre réutilisé.

Plusieurs type de stress peuvent causer une réduction de la teneur des composes
phénoliques, comme par exemple la lumiere blanche, les UV-A ou encore les UV-B
influencent fortement 1’expression des genes structuraux et régulateurs de la voie des
flavonoides chez Arabidopsis ou chez la Pomme (Malus domestica), méme si la synthese de
ces molécules peut avoir lieu a I’obscurité (Cominelli et al., 2008; Rowan et al., 2009).
Dans les baies soumises a I’ombrage, & partir de 2 semaines apres la véraison, la quantité de
quercétine (flavonol) diminue de plus de moitié a la maturité. Cette diminution est corrélée
avec 1’expression de VVFLS4, qui est nettement réduite, voire totalement abolie dans les baies
ombragées (Spayd et al., 2002; Fujita et al., 2006; Matus et al., 2008). De méme,
I’ombrage a partir du stade véraison de baies de Cabernet Sauvignon, diminue de plus de

moitié, la teneur en anthocyanes de la pellicule. La chute de la concentration en anthocyanes
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est corrélée avec la trés forte baisse de I’expression de la plupart des geénes codant les
enzymes de cette voie de biosynthese, tels que CHS, CHI, F3H, DFR, LDOX ou encore
UFGT (Jeong et al., 2004; Joscelyne et al., 2007; Matus et al., 2008).

Les pratiques culturales ou la nutrition des plantes peuvent affecter la biosynthése des
flavonoides. En effet, un exces ou au contraire un déficit en azote du milieu de culture, de
méme que de forts taux de potassium, entrainent une baisse de la pigmentation des baies
(Downey et al., 2006). Aussi d’apres les études de cadet, (2008), il a été observé que chez les
plants de tournesol carencés en K une inhibition plus précoce de la photosynthése (J7) que de
la croissance (J14), et une diminution de la concentration des composés phénoliques.

Les tanins ont également de grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux
phénols (Peronny, 2005). Elles ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides, en
agissant comme donneur de protons et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le
mécanisme d’auto oxydation (Perret, 2001). Les tanins hydrolysables et condensés sont 15 a
30 fois plus efficaces que les phénols simples (Peronny, 2005). De méme, il a été démontré
in vitro que les tanins sont plus actifs que les vitamines.

L’étude de Clotilde et al., (2011) montre que le stress hydrique avant véraison n’influence
pas I’accumulation des tanins condensés. Il en est de méme pour le stress aprés véraison.
Leur extractibilité diminue aprés véraison quelle que soit la modalité appliquée. A maturité,
les différences de teneurs entre les trois modalités ne sont pas significatives. Les valeurs de
degré moyen de polymérisation confirment I’absence d’impact des stress sur la composition

des tanins condensés.
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D. Effets des herbicides sur I’anatomie racinaires des espéces étudiées

Anatomie compareée des racines des deux espéces de blé (hors stress)

Selon les figures 36 et 37, les coupes anatomiques réalisées renferment toutes les
couches caractéristiques de la structure primaire de la racine des monocotylédones.

Il existe deux types de structure anatomique chez la racine. Une structure dite
primaire qu’on rencontre chez les jeunes racines et plantules (monocotylédones), et une
structure dite secondaire rencontrée chez les plantes plus agées, mais uniquement chez les
dicotylédones et les gymnospermes (Normand, 1972).

Sur une coupe transversale de jeune racine on distingue deux zones:

» 1’écorce : cette partic est constituée du rhizoderme qui porte d’abord les poils
absorbants de la racine (assise pilifere) puis une couche de cellules subérisées et un
parenchyme cortical, qui assure le transport des ¢léments absorbés jusqu’au centre de
la racine. La derniere couche de cellules de ce parenchyme est épaissie et forme une
forte barriere de contréle des molécules circulant dans la racine, c’est I’endoderme.

» Le cylindre central : ¢’est le si¢ge des tissus de transport de séve, 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 avancant vers le coeur de 1’organe on découvre deux tissus conducteurs, le xyléme
(ou bois) qui conduit la séve brute vers les feuilles, et le phloeme (ou liber) qui redistribue la
seve élaboreée, 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 particuliere (Macleod,
1991).

En examinant les coupes transversales representant la structure primaire de la racine
de Triticum de I'extérieur a l'intérieur, on peut observer que le cortex est composé d’une seule
couche d’assise pilifére et des poils absorbants qui est la couche la plus éloignée, suivie par
une couche de parenchyme corticale. Une couche d'endoderme a été localisée a la partie la

plus éloignée du cylindre central, suivie par 13-14 arcs de xyleme avec des cellules phloeme
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parmi eux et 4-5 gros vaisseaux de métaxyléme orientés vers le centre de la coupe et entourés
par un parenchyme médullaire lignifié. Dans la racine, xyleme et phloéme sont typiquement
en position alterne. Les poles vasculaires comme les pbles phloémiens sont externes et les

cellules conductrices ont une différenciation centripéte.

Impact du traitement sur ’anatomie de la racine des deux espéces de blé

Les figures 38 et 39, affichent les changements histologiques enregistrés aux niveaux
des coupes anatomiques réalisées sur les apex racinaires, des deux espéces étudiées de
Triticum soumises au traitement herbicide.

Conformément aux travaux de Yilmaz et Dane (2013), qui ont mis en évidence des
changements marquants dans 1’anatomie des racines, de Triticum aestivum, ayant subi un
effet phytotoxique sous I’influence de deux herbicides : Attribut (propoxycarbazone-sodium)
et BioPower (sodium alkyl éther sulfate), nos images microscopiques, mettent aussi en
évidence des changements visibles, dans 1’anatomie racinaire des deux espéces etudiées, face
au xénobiotique « Sekator ».

En effet, chez Triticum durum Desf, les changements remarquables entre le témoin (a)
et le cas stressé (b) consistent en une diminution du nombre des vaisseaux du métaxyléme, ils
sont de I’ordre de 3-4 (figure b), tandis qu'ils deviennent 5 chez le témoin. La comparaison
de a et b a montré que le diamétre de cylindre central devient plus étroit par rapport au
témoin et au niveau du cortex une perturbation peut étre observée dans les cellules du
parenchyme.

Chez Triticum aestivum, et contrairement au cas de ’espéce précédente, le cylindre
central de la racine est nettement plus large chez la plante traitée. Ceci a fait que le cortex
paraissait, dans la coupe, en un état de rétrécissement par rapport au témoin. Il convient aussi
de signaler que la sclérification envahit toute la masse du cylindre central et que la moelle est
complétement sclérifiée, vu que les vaisseaux du métaxyléeme occupent cette région. Il est
aussi a noter que chez cette derniére espéece, quelques destructions des cellules du
parenchyme cortical peuvent étre observees.

Les effets toxiques peuvent étre observés aussi, chez la variété Waha exposée a
I’herbicide Zoom et qui se traduit par un changement histologique au niveau du cortex : une
réduction se manifeste dans les cellules du parenchyme cortical, aussi un épaississement de

1’assise pilifére, a été observé dans la racine comparativement a la coupe témoin.
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Les résultats de Tort et al., (2004) sur I’application de deux fongicides Akrobat et
Sandofan a des plants de tomates avec la dose recommandee, trouvent la méme observation
concernant la diminution des cellules de xyleme par rapport au témoin, aussi la modification
des cellules du parenchyme cortical. Dans une étude menée sur Pinus radiata, Schmitt et al.,
(2006) ont observe que l'augmentation produite dans la lignine (substance lipidique
imperméable) est en fonction de stress dans les trachéides, élements primitifs de xyleme, et
dans ce cas le galactane peut couvrir une plus grande surface dans la paroi cellulaire. Xue et
al., (2008) ont constaté dans leur étude, que la synthese de peroxydases apoplastiques
augmente, H,0,, et la synthése de la lignine, aussi augmente en fonction d’un systeme de
signalisation de 1’oxide nitrique et I'acide méthyle jasmonique mis sous stress.

Au cours des derniéres années, Lemcoff et al., (2002) ont suggéré qu’une
augmentation de I'élasticité de la paroi cellulaire, qui est largement établi par des parois
cellulaires epaisses et rigides dans les racines d'Eucalyptus camaldulensis, est impliquée dans
la résistance a la sécheresse en maintenant I'absorption d'eau. Jones et al., (2006) ont
rapporté que la production de callose dans les racines de Zea mays L. augmente en réponse au
stress. Vollenweider et al., (2006) ont déterminé dans leur étude que les parois cellulaires se
trouvent épaissies en réponse au stress « Cd ». Aussi Aktac et al., (2007) ont observé un
épaississement des parois cellulaires de la racine d'Allium cepa L. traitée par le pesticide

Raxil en réponse au stress causé par des pesticides a des concentrations plus élevées.
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Figure 36. Coupe anatomique représentant la structure primaire de la racine de
Triticum durum, variété «Waha témoin.
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Figure 37. Coupe anatomique représentant la structure primaire de la racine de
Triticum aestivum, variété «HD témoin».
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Figure 38. Anatomie comparée de la racine des deux espéces de blé (X125)

(a : Plante témoin, b : Plante exposée a I’herbicide Sekator)
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Figure 39. Anatomie comparée de la racine des deux espéces de blé (X125)
(a : Plante témoin, b : Plante exposée a I’herbicide Zoom)
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E. Effets des herbicides sur les paramétres pédologiques du sol

Aprés I’analyse physicochimique du sol, nous avons présenté nos résultats dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 46. Résultats des différents parametres physicochimiques étudiés sur trois
échantillons du sol.

Parameétres mesurés sol témoin sol+Sekator sol+Zoom

pH 8,32 8,39 8,13
Conductivité électrique (us/cm) |254 157,67 133,13
Texture argilo limoneux argilo limoneux limono sableux
Taux de la matiére organique % |1,85 0,6 2,17

Teneur en Na (ppm) 2,31 4,15 4,14

Teneur en K (ppm) 52,39 28,20 11,29

Teneur en P (ppm) 6,67 6,49 7,37

D’apres le tableau 46, on n’observe que les trois échantillons du sol se caractérisent
par un pH alcalin et une conductivité inférieure a 0,6 mmhos/cm (sols non salés) et que ces
sols sont pauvres en phosphates. Avec une texture qui différe entre argilo limoneux pour les
deux échantillons des sols témoin et exposés a ’herbicide Sekator, aussi une texture limono

sableux pour le troisieme échantillon du sol exposée a I’herbicide Zoom.
pH du sol
Les paramétres statistiques, du pH du sol, sont représentes sur le tableau 47.

Tableau 47. Paramétres statistiques de base calculés sur le pH du sol (témoin et traités).

Nature du sol n X SD

Témoin 3 8.316 0.102
Traité avec Sekator 3 8.393 0.032
Traité avec Zoom 3 8.130 0.026




La figure 40, montre la variation des valeurs du pH du substrat des plants de blé
soumis sous différents traitements herbicides: Sekator et Zoom. Les résultats obtenus révélent
que le pH du substrat témoin, varie de 8.20 a 8.39 et que celui du sol désherbé avec le
Sekator varie de 8.37 a 8.43, alors que celui qui est désherbé avec le Zoom varie de 8.10 a
8.15. Ceci fait que le substrat de ce dernier type de sol est nettement moins basique que celui
de deux autres sols. L’analyse statistique (Tableau 48) et le test Dunett (Annexe 4) confirme

ces résultats par une différence hautement significative.
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Figure 40. La variation du pH du sol en fonction du traitement herbicide (Sekator et
Zoom).

Tableau 48. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison de pH du sol obtenus,

entre doses, pour chacun des deux herbicides appliqués (Sekator et Zoom).

Source de variation |ddl SC CM F P
Traitement 2 0.11007 | 0.05503 13.57 0.006**
Erreur 6 0.02433 | 0.00406

Total 8 0.13440

Il est aussi a noter que le parametre pH du sol présent des corrélations négatives avec
le P et la MO (Annexe 2).




Conductivité Electrique (C.E.)

Les paramétres statistiques calculés par nature du sol, sur la C.E sont représentés sur
le tableau 49.

Tableau 49. Parameétres statistiques de base calculés sur le C.E du sol (témoin et traités).

Nature du sol n | x SD

Témoin 3 | 254.00 |33.00
Traité avec Sekator |3 | 157.67 | 09.63
Traité avec Zoom 3 |133.13 [57.99

La figure 41, affiche la variation des valeurs de la C.E. en fonction de deux
traitements appliqués au niveau du sol par les herbicides Sekator et Zoom. Les résultats
montrent, que la C.E diminue avec les doses appliquées, des herbicides, en plein champ.
L’analyse statistique corrobore ces résultats, par une différence significative, mise en
évidence dans le tableau 50. La matrice de corrélation (Annexe 2) affiche une corrélation
négative et significative (-0.692) entre la CE et la teneur du sol en Na. La matrice de
corrélation affiche aussi une corrélation positive hautement significative (0.849) entre la C.E
et la teneur du sol en potassium. Nous avons aussi observé, que la dose 0 (Témoin sans
traitement) correspondait a des valeurs C.E supérieurs a celles obtenues avec 150 ml/h de
Sekator et 120 g/h de Zoom.
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Figure 41. La variation de C.E du sol en fonction du traitement herbicide (Sekator et
Zoom).




Tableau 50. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison de C.E du sol obtenus,

entre doses, pour chacun des deux herbicides appliqués (Sekator et Zoom).

Source de variation |ddl SC CM F P
Traitement 2 24491 12245 8.08 0.020*
Erreur 6 9089 1515

Total 8 33580

Teneur du sol en Na

Les parameétres statistiques calculés par nature du sol, sur la teneur du sol en Na, sont

représentés sur le tableau 51.

Tableau 51. Paramétres statistiques de base calculés sur la teneur en Na du sol (témoin et

traités).
Nature du sol n |x SD
Témoin 3 |2310 0.770
Traité avec Sekator 3 |4.153 1.075
Traité avec Zoom 3 14.140 1.060

Les résultats affichés sur la figure 42, représentent la variation de la teneur du sol en
sodium, en fonction du traitement avec les herbicides Sekator et Zoom. Ces résultats
montrent clairement que les teneurs du substrat en Na, augmentent avec 1’utilisation des
herbicides (de 2,69 fois plus élevé que celui enregistré avec le sol témoin). Néanmoins, cette
augmentation s’est caractérisée par le méme niveau, avec les deux doses des deux herbicides.
Il est aussi a souligner que les trois échantillons des sols étudiées sont charges uniformément
par le Na, ce qui est confirmé statistiquement par une différence non significative (Tableau
52). Nous avons aussi remarqué que la variation des taux de Na du substrat ne correspondait
pas parfaitement avec la variation de la C.E (la corrélation entre la C.E et le Na du sol est de
I’ordre de -0.692 et ce malgré la forte relation qui les relie. Ceci nous permet d’avancer
I’implication de bien d’autres €lectrolytes dans la détermination de la C.E, et ce en plus du

sodium.
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Figure 42. La variation de la teneur du sol en sodium en fonction du traitement
herbicide (Sekator et Zoom).

Tableau 52. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison de la teneur du sol en Na

obtenus, entre doses, pour chacun des deux herbicides appliqués (Sekator et Zoom).

Source de variation |ddl SC CM F P
Traitement 2 6.747 3.373 3.52 0.097 NS
Erreur 6 5.744 0.957

Total 8 12.491

Teneur du sol en K

Les parametres statistiques calculés par nature du sol, sur la teneur du sol en K, sont

représentés sur le tableau 53.

Tableau 53. Parametres statistiques de base calculés sur la teneur en K du sol (témoin et

traites).
Nature du sol n|x SD
Témoin 3 152.390 3.004
Traité avec Sekator 3 | 28.203 1.365
Traité avec Zoom 31 11.290 1.247
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La figure 43, affiche la variation de la teneur du sol en K, sous différents traitements
(Sekator et Zoom). Les teneurs en K enregistrées sur les 3 échantillons étudiés renferment des
taux en K différents, ou le sol exposé a I’herbicide Zoom contient la plus faible proportion en
K (11,29 ppm), alors que le témoin contient la plus forte proportion (52,39 ppm) et qui est
absolument de I’ordre de 4,64 fois plus élevé par rapport a la précédente. Cependant, le sol
exposeé a I’herbicide Sekator, la teneur en K prend la position médiane (28,20 ppm).
L’analyse statistique confirme ces résultats par une diminution tres hautement significative de
la teneur du sol en K (Tableau 54).

Néanmoins, on arrive a noter de facon globale, que les teneurs en K du sol paraissent élevées
dans les conditions naturelles, puis elles deviennent réduites sous 1’application des différents

traitements herbicides (Sekator et Zoom).
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Figure 43. La variation de la teneur du sol en potassium en fonction du traitement
herbicide (Sekator et Zoom).

Tableau 54. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison de la teneur du sol en K

obtenus, entre doses, pour chacun des deux herbicides appliqués (Sekator et Zoom).

Source de variation |ddl SC CM F P
Traitement 2 2560.27 1280.13 |308.64 0,000***
Erreur 6 24.89 4.15

Total 8 2585.15




D’autre part, la matrice de corrélation, nous permet d'estimer les corrélations
existantes entre les différents paramétres mesures avec le K du sol. En effet le C.E du sol
affiche une corrélation positive avec le K du sol (0.849). Cependant, le K, le Na et le P

présentent des corrélations significatives respectives de I’ordre de -0.703 et de -0.684.

Teneur du sol en P

Les parametres statistiques calculés par nature du sol, sur la teneur du sol en P, sont

représentés sur le tableau 55.

Tableau 55. Parameétres statistiques de base calculés sur la teneur en P du sol (témoin et

traités).
Nature du sol n X SD
Témoin 3 6.670 | 0.034
Traité avec Sekator 3 6.493 | 0.015
Traité avec Zoom 3 7.370 |0.034

La figure 44, expose les résultats de la teneur en phosphore des 3 échantillons des
sols soumis & des traitements différents en herbicides. Les résultats montrent que la teneur en
P est trés variable. Le dosage du P montre que le sol exposé a I’herbicide Zoom, semble étre
plus riche en P (7,37 ppm) par rapport aux deux autres échantillons de sol. L’analyse de la
variance confirme cette constatation par une différence trés hautement significative pour le
facteur traitement (Tableau 56). Cette derniere augmentation peut étre argumentée de 2
fagons : soit que cela due a une fixation du P du sol qui s’est traduit par une baisse dans sa
teneur en solution du sol, soit que c’est due a une diminution dans son absorption racinaire a
cause du stress limitant les activités physiologique dont la nutrition minérale, voire méme

menant a la perte de la plante entiere (Maalem, 2012).
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Figure 44. La variation de la teneur du sol en phosphore assimilable en fonction du
traitement herbicide (Sekator et Zoom).

Tableau 56. Résultats de 1’analyse de la variance de la comparaison de la teneur du sol en P

obtenus, entre doses, pour chacun des deux herbicides appliqués (Sekator et Zoom).

Source de variation |ddl SC CM F P
Traitement 2 1,289756 |0,644878 |734,67 0,000***
Erreur 6 0,005267 |0,000878

Total 8 1,295022

Taux de la matiere organique (MO)

Les paramétres statistiques calculés par nature du sol, sur le taux de la matiére

organique, sont représentés sur le tableau 57.

Tableau 57. Paramétres statistiques de base calculés sur le taux de la matiére organique du

sol (témoin et traités).

Nature du sol n X SD

Témoin 3 1.853 0.456
Traité avec Sekator 3 1.270 0.320
Traité avec Zoom 3 2.166 0.191
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La figure 45, affiche la variation des valeurs du taux de la matiére organique en
fonction des deux traitements herbicides appliqués au niveau du sol: Sekator et Zoom. Les
résultats montrent, que le taux de la matiere organique augmente avec la dose au plein champ
de I’herbicide Zoom, mais elle n’évolue que trés peu avec la méme dose de I’herbicide
Sekator. Nous avons aussi observé, que la dose 0 (Témoin) correspondait a des valeurs de la
MO supérieurs a celles obtenues avec la dose 150 mi/ha de Sekator. L’analyse statistique

corrobore ces résultats car une différence significative a été mise en évidence (Tableau 58).
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Figure 45. La variation du taux de la matiere organique en fonction du traitement
herbicides (Sekator et Zoom).

Tableau 58. Résultats de I’analyse de la variance de la comparaison du taux de la matiere
organique dans le sol obtenus, entre doses, pour chacun des deux herbicides appliqués

(Sekator et Zoom).

Source de variation ddl SC CM F P
Traitement 2 1.242 0.621 5.37 0.046*
Erreur 6 0.694 0.116

Total 8 1.937
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Discussion

Les échantillons analysés sont moyennement pauvres a moyennement riches en
matieres organiques. L’enrichissement en matiéres organiques peut étre attribué a la
décomposition des résidus racinaires et foliaires et des mauvaises herbes éventuelles. La
richesse en composants organiques favorise la sulfato-réduction (Prade et al., 1990) et
entrave la formation de complexes non solubles et potentiellement toxiques (Hamdaoui,
1996), composés toxiques qui empéchent la prolifération des espéces pathogenes elles-
mémes en concurrence avec d’autres microorganismes saprophytes. Aussi I’augmentation de
la teneur du sol en phosphore assimilable se traduit par la libération par les racines d’ions H",
qui dissout les phosphates naturelles en les rendant assimilables pour la plante et dans le cas
ou le phosphore n’est pas prélevé par les racines il réagit avec les divers constituant du sol et
se retrouve donc adsorbé (Hinsinger, 2001).

La matiére organique désigne différents types de composés carbonés et azotés. Elle
est principalement issue de 1’activité biologique des végétaux et des animaux et de leurs
produits de décomposition, mais peut également avoir une origine anthropique : composts,
boues, pesticides, hydrocarbures. Elle se compose de deux fractions :

La fraction vivante (micro-organismes, faune eépilithique, rhizosphere des végétaux
supérieurs, animaux fouisseurs). Son influence sur la fixation des éléments trace est
importante, et elle participe largement aux modifications de certains facteurs pédologiques
comme le potentiel redox ou le pH (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

La fraction morte (débris végétaux et animaux plus ou moins décomposés en humus,
carbone rapporté) est représentée par diverses molécules plus complexes et moins bien
définies, de masses moléculaires trés différentes. Ainsi, on retrouve les cires, les lipides, les
protéines, les peptides, les acides organiques, les acides aminés ou encore les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Ces composés
s’associent entre eux pour former les substances humiques (humine, acides humiques, acides
fulviques) piégeant différents eléments.

Les herbicides sulfonylurées metsulfuron et, dans une moindre mesure, chlorsulfuron,
sont a I’origine d’une réduction de la croissance des bactéries de sol pseudomonas (Boldt et
Jacobsen, 2006). En tests de laboratoire, une combinaison de deux herbicides sulfonylurées,
bensulfuronmethyl (B) et metsulfuron-methyl, ont causé une réduction considérable de la
biomasse microbienne de sol sur les 15 premiers jours (EI-Ghamry et al., 2001). Dans les

communautés bactériennes de sol, le bromoxynile (un herbicide au nitrile) a provoqué des
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changements majeurs dans la composition et la diversité des espéces. Le bromoxynile a
inhibé la croissance des bactéries capables de dégrader les produits chimiques dans le sol
(Baxter et al., 2008). Le captane (fongicide) et I’herbicide glyphosate ont également causé
un changement parmi les especes des communautés bactériennes du sol (Widenfalk et al.,
2008). Certains insecticides organophosphorés (le dimethoate par exemple) peuvent réduire
I’activité et la biomasse des micro-organismes du sol, tandis que d’autres, comme le
fosthiazate peuvent en fait conduire & une augmentation de la biomasse microbienne
(Eisenhauer et al., 2009). La facon dont les pesticides affectent la fertilité du sol sur le long-
terme n’est pas trés bien comprise, cela dépendant de nombreux facteurs.

Un enrichissement du sol en matieres organiques augmente la contribution du
phosphore organique a la dynamique du phosphore (Parent et Khiari, 2003). L’humus
présente des sites de faible énergie de liaison pour le phosphore rendant sa mise en
disponibilité plus facile (Delgado et al., 2002; Johnson, 2000). De ce fait, la matiére
organique du sol ou I’humus joue un role crucial dans la disponibilité du phosphore pour les
plantes cultivées. La diminution de la quantité de phosphore assimilable est probablement
due a I’immobilisation du phosphore en réaction avec les ions Ca®* devant une irrigation non
drainante provoque le transfert du phosphore vers des formes non assimilables (Adil, 2012).

La corrélation positive entre adsorption d'anions orthophosphates et taux de matiere
organique s'explique principalement par l'inhibition de la cristallisation des oxydes par la
matiére organique (Cornell et Schwertmann, 1979 ; Singer et Huang, 1990 ; Gerke et
Hermann, 1992; Vo Dinh Quang et al., 1996). Cette derniére favoriserait de fortes
proportions en composés amorphes du fer et de I'aluminium dans les sols, nettement plus
réactifs que les formes cristallisées. Une seconde raison de la corrélation positive peut étre
I'adsorption d'anions orthophosphates sur des groupements amine protonés pour des pH
élevés (Uehara et Gillman, 1981 ; Stevenson, 1982). Lopez-Hernandez et Burnham
(1974) expliquent pour leur part la relation positive entre adsorption du phosphore et matiere
organique par la présence d'aluminium et de fer associés a la matiere organique, plus réactifs
que les mémes éléments dans un environnement inorganique. Fox (1969) a enfin suggéré que
les anions orthophosphates pourraient étre directement adsorbés sur la matiére organique sous
forme d’inositol hexaphosphate, bien que de nombreux auteurs estiment qu’une adsorption
directe soit improbable (Williams et al., 1958 ; Saunders, 1965).

La matiere organique et les microorganismes du sol jouent un role majeur dans la
dissolution du phosphore précipité en produisant des acides qui peuvent modifier le pH du
milieu et rendant par conséquent le phosphore plus disponible pour le végétal. 11 est connu
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que I’adsorption du phosphore diminue avec 1’augmentation du pH pour des oxydes ou des
minéraux argileux purs (Muljadi et al., 1966 ; Hingston et al., 1972). Des travaux ont
montré que pour des sols de compositions minéralogiques peu différentes mais différenciés
par leur pH, il se trouve alors, une augmentation de 1’adsorption avec la diminution du pH
(Lopez-Hernandez et Burnham, 1974 ; Parfitt, 1977 ; Friesen et al., 1980 ; Eze et
Loganathan, 1990).

La corrélation négative entre pH et adsorption du phosphore est due a la diminution
de la charge positive des surfaces hydroxylées avec l'augmentation du pH. Les anions
orthophosphates possédent en effet une trés grande affinité pour les sites aqueux -OH?*
(Shang et al., 1992). Certains auteurs attribuent par contre la plus faible adsorption a fort pH
a l'augmentation des ions hydroxyl en solution qui rentreraient en compétition avec les anions
orthophosphates pour les sites de fixation (Eze et Loganathan, 1990 ; Adepoju, 1993).
Enfin, White et Taylor (1977) pensent que cette observation résulte de I'augmentation de la
solubilisation des formations phosphore aluminium amorphe. Snyder et Staton (2002)
montrérent qu'aprés Dirrigation d'un sol a pH basique et riche en Ca®*, la plupart du
phosphore se transforme en phosphates calciques insolubles, ce qui diminue la
biodisponibilité de cet élément.

Dans tous les traitements, les quantités du potassium échangeable diminuent au fur et
a mesure. D’aprés Cengiz et al., (2001) sous stress salin, le potassium du milieu extérieur est
fortement mobilisé vers la plante. Ceci pourra expliquer la réduction des taux de K du sol
sous les niveaux élevés de NaCl. Maalem (2012) trouve aussi que le K du sol diminue
sensiblement, témoignant sur sa translocation probable vers la plante, vu gu'il se trouve en
phase de de stress salin. Le potassium est aussi percu comme un élément de résistance des
plantes au gel, & la sécheresse et aux maladies. Il est essentiel pour le transfert des assimilats
vers les organes de réserve et il participe activement a améliorer la qualité de la fibre ainsi
que la taille des graines (Projet Intrants/FAQO, 2005).

En effet les cations ne sont pas tous retenus avec une force égale par le sol. En
géneral, les cations ayant une charge positive croissante et de plus petits rayons moléculaires
sont retenus avec une plus grande force d’attraction. Etant monovalent, le potassium est plus
hydraté ; un apport d’engrais au sol provoque un déséquilibre ionique dans celui-ci. Pour
atteindre son équilibre, le potassium est déplace du complexe adsorbant vers la solution du
sol ce qui pourrait expliquer et justifier les quantités du potassium échangeables en fonction
du temps (Adil, 2012).
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Avec une conductivité électrique inférieure a 4 dS/m, les sols analysés appartiennent a
la catégorie des sols non salés. Il y a probablement d’autres facteurs impliqués dans cette
diminution de la salinité dont la réduction des bases échangeables par le complexe adsorbant
vers la solution du sol concernant essentiellement les cations les plus hydratés Na* et K*.
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Conclusion Générale et Perspectives

L'adaptation des végétaux aux conditions contraignantes de leur environnement,
nécessite des modifications morphologiques, métaboliques et moléculaires. Ces changements
doivent aider a la fois a minimiser les effets nocifs de stress et permettre a la plante de
survivre. Dans cette recherche, nous avons procédé a une évaluation comparée de la toxicité
des xénobiotiques au plein champ sur des cultures céréaliéres : Triticum durum et Triticum
aestivum au cours de la campagne 2012/2013/2014 de la région de Tébessa. Le choix de
I'nerbicide en question a porté sur le Sekator et le Zoom. Ces deux herbicides font partie de la
famille des sulfonylurées et de I’acide benzoique, fréquemment utilisé par les agriculteurs en
Algérie.

D'aprés nos résultats, le stress causé par la présence des herbicides sur champ de
culture des deux variétés de blé dur et de blé tendre, engendre des désordres relatifs a la
croissance. Ces altérations se manifestent, a I'échelle de la plante entiére, par une réduction
du poids moyen de la graine, du nombre d'épis/ m?aussi par le rendement chez la variété HD.
Nous avons donc pu observer une augmentation du nombre d'épis/ m?, du nombre de grains /
épi, du poids moyen de la graine, de la hauteur des plants, de la surface foliaire et du
rendement quantique chez la variété Waha exposée a I’herbicide Zoom. D’autre part, la
résistance morphologique de cette variété exposée a I’herbicide Sekator a été signalée.

La pulvérisation foliaire de 1’herbicide Sekator n’affecte que peu ou pas le
métabolisme des plants de blé dur et de blé tendre étudiés. En effet, cet herbicide va
permettre de réduire certaines perturbations foliaires engendrées chez le blé tendre: maintien,
voire diminution des pigments photosynthétiques, réduction totale ou partielle de la
production des sucres solubles, de I’activité CAT et GPX. L’absorption du Sekator par les
feuilles, induit un stress oxydatif révélé par une augmentation de I’activité de I’enzyme anti-
oxydante APX, impliquée dans I’élimination de H,0,.

L’adaptation physiologique, engendrée par 1’application de Sekator, est retrouvée au
niveau des pigments photosynthétiques chez la variét¢é Waha. En effet, I’exposition de cette
variété a I’herbicide Sekator, permet de préserver leur teneur en chlorophylle a, b et en chl
(a+b). Ce maintien de la teneur en pigments, découle vraisemblablement de 1I’exclusion

partielle de I’herbicide, on sait en effet que le Sekator inhibe la biosynthese de la chlorophylle
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et/ou active la chlorophyllase. En revanche, I’abaissement de la teneur en phénols totaux, en
flavonoides et en activité APX des feuilles est aussi observee. En dernier lieu, on démontre
dans ce travail, le r6le antiradicalaire de nos polyphénols issus des extraits céréaliers contre le
DPPH qui est un radical stable représentant les radicaux libres existant dans les cellules
animales.

Les plants étudiés ont présentés une anatomie typique des monocotylédones. Sous
stress abiotique, des signes d'adaptation histologiques ont apparus aprés une exposition a
I’herbicide Sekator, tels que une diminution du nombre des vaisseaux du métaxyleme de la
racine chez la variété Waha. Un rétrécissement du cortex a marqué aussi la variété HD.
Toutefois, au niveau des racines de la variété Waha, 1’herbicide Zoom a provoqué un
¢épaississement de 1’assise pilifére.

En raison de sa position d’interface dans 1I’environnement entre 1’atmosphére et les
eaux souterraines, le sol joue un réle déterminant dans le devenir des herbicides. En effet, la
persistance d’un herbicide dans un sol est une donnée essentielle pour évaluer ses possibilités
de transfert par I’cau et vers les sources d’eau adjacentes. Ainsi, 1’objectif principal de ce
travail a été d’étudier la rétention d’un herbicide, par des sols agricoles algériens, ainsi que
I’influence des caractéristiques physico-chimiques du sol et de la matiere organique.

Au niveau du sol, la pollution avec I’herbicide Sekator, n'a pas affiché d'effets
notables sur le taux du Na, mais par contre, elle a eu tendance a augmenter le pH et a
diminuer la conductivité électrique, le taux du potassium, du phosphore et de la matiére
organique. De son c6té, le traitement des adventices par 1’herbicide Zoom a été derriére une
diminution de la C.E et du taux du K et a aussi permis un accroissement du taux du P et, de la
MO, sans avoir d'effet significatif sur le pH du sol.

Quatre mécanismes biologiques différenciés de résistance aux herbicides, ou de fagon
plus générale a des biocides (tels que pesticides, antifongiques, antibiotiques), ont été mis a
jour. Ce sont (ordre non significatif):

» la modification de la cible de la molécule herbicide, le principe d'action de I'herbicide
reposant, le plus souvent sur I’inhibition d’une activité enzymatique vitale pour la
plante

> la surexpression de cette méme cible, qui a pour effet, d’abaisser la concentration du
toxique, par nombre de cibles, donc de realiser une "dilution artificielle™ du toxique.

» la dégradation de la molécule toxique (détoxication), qui repose sur une

transformation métabolique du biocide, conduisant a son inactivation.
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» laltération de la translocation du toxique, par exemple par séquestration ou
imperméabilisation des cuticules, qui a pour conséquence d’empécher la mise en
contact du biocide et de sa cible moléculaire. Ces quatre modes ne sont pas exclusifs

I’un de I’autre et peuvent coexister au sein du méme organisme vivant.

En perspectives, dans le cadre d’un travail futur, il serait souhaitable de:

> Appliquer cette étude sur plusieurs stades de cycle de vie.

» Suivre le cheminement de la molécule toxique a 1’échéle cellulaire et donc localiser
les ROS mitochondriaux, cytoplasmiques...

> Effectuer le dosage des autres enzymes impliquées dans la métabolisation /
détoxification et particulierement : SOD.

» Utiliser plusieurs varieties.

> Tester la toxicité du Sekator et de Zoom sur d’autres modéles biologiques.

> Compléter le travail par des études de biologie moléculaire pour identifier les genes
responsables de résistance et de sensibilité.
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Annexes
Annexe 1.

1. Courbes d’étalonnages des dosages réalisés sur le végétal
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Figure 1. Dosage des échantillons biologiques (protéines foliaires) : courbe de référence

(droite étalon) exprimant I’absorbance a 595 nm en fonction de la quantité d’ Albumine.
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Figure 2. Dosage des échantillons biologiques (Prolines foliaires): courbe de réference

(droite étalon) exprimant I’absorbance a 528 nm en fonction de la quantité de la proline.
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Figure 3. Dosage des échantillons biologiques (sucre foliaire): courbe de référence
(droite étalon) exprimant ’absorbance en fonction de la quantité de glucose.
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Figure 4. Courbe d’étalonnage de la quantité d’Albumine pour le dosage des protéines
enzymatiques.
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Figure 5. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Figure 6. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 7. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins.

2. Courbes d’étalonnages des analyses réalisés sur le sol
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Figure 1. Courbe d'étalonnage du Sodium du sol
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Figure 2. Courbe d'étalonnage du Potassium du sol
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Figure 3. Courbe d'étalonnage du phosphore du sol
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Annexe 2. Matrice de corrélations des paramétres mesureés

Tableau 1. Corrélations : N, CE, MO, P, pH et K

N CE MO P pH

CE -0.692
0.039
MO  -0.115 -0.024
0.769 0.951
p 0.257 -0.446 0.678

0.505 0.229 0.045

pH -0.087 0.363 -0.857 -0.892
0.824 0.337 0.003 0.001

K -0.703 0.849 -0.166 -0.684 0.520
0.035 0.004 0.670 0.042 0.151

Tableau 2. Corrélations : Epis/m2, Grains/épi, P.M.G et Rendement

Epis/m2  Grains/épis P.M.G
Grains/é 0.708

0.115
P.M.G 0.019 -0.049
0.972 0.927
Rendement 0.759 0.916 0.325
0.080 0.010 0.529

Annexe 3. Echelles utilisés pour un classement général des sols

Tableau 1. Echelle de la texture du sol

%d'humidité | Texture

<23 sableuse

23-29 sablo-limoneuse
29-38 limono-sableuse
38-45 limono-argileuse
45-60 argilo-limoneuse

> 60 argileuse
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Humidité du sol (ITA, 1975)

La méthode consiste a sécher 1’échantillon de terre a 1’étuve a 105°C jusqu’a un poids
constant. La différence de poids avant et aprés séchage correspond a la quantité d’eau.

Mode opératoire

v'Introduire a peu prés 20 g de I’échantillon dans une boite en métal ou en porcelaine de
tare connue.

v" Peser la boite et la tare

v' Sécher a I’étuve a 105°C pendant 15h.
Calcul

Humidité (%)= poids d’eau/poids de terre séche x 100.

Tableau 2. La nature de terre et le type de la matiére organique du sol

Taux de la matiére organique % Terre

<1 tres pauvre
1-2 pauvre

2-4 moyenne
>4 riche

Tableau 3. La nature de terre selon la teneur de phosphore assimilable

Teneur de phosphore (ppm) |classe

> 15 terre pauvre
15-20 terre moyenne
> 20 terre riche

Annexe 4. Résultats de test de Dunett Pour les parametres du sol

Niveau Inférieur Central Supérieur ---+ + + +oeem
1 -0.07219 0.07667 0.22553 G L — )
2 -0.33553 -0.18667 -0.03781 (--------- L — )

—+ + + +omen

-0.30 -0.15 0.00 0.15

Figure 1. Test de Dunett sur le pH du sol
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Niveau Inférieur Central Supérieur + + + +-

1 -187.31 -96.33 -535 ( * )
2 -211.85 -120.87 -29.89 ( * )
+ + + +-

-180 -120  -60 0

Figure 2. Test de Dunett sur le C.E du sol

Niveau Inférieur Central Supérieur + + + +-
1 -28.947 -24.187 -19.426 [
2 -45.861 -41.100 -36.339 (------*------)

+ + + +-

-42.0 -350 -280 -21.0
Figure 3. Test de Dunett sur la teneur en K du sol

Niveau Inférieur Central Supérieur + + +

1 -0.24592 -0.17667 -0.10741 (-*)

2 0.63075 0.70000 0.76925 (-*)

+ + +
0.00 030 0.60

Figure 4. Test de Dunett sur la teneur en P du sol

Niveau Inférieur Central Supérieur + + +

1 -1.3784 -0.5833 0.2117 ( * )

2 -0.4817 0.3133 1.1084 ( * )
+ + +

-0.70 000 0.70

Figure 5. Test de Dunett sur le taux de la matiére organique du sol
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ABSTRACT

Aims: Herbicides are the most effective tool against the major weeds of cultivated plants, and are
necessary in maintaining or increasing crop yields. However, most of these molecules are highly
toxic for crop. Their massive and repeatly use can cause adverse effects on all components of the
environment. The purpose of this study was to test the toxicity of two herbicides (Sekator and
Zoom) on the physiology and biochemistry of hard wheat: Triticum durum Desf and common
wheat: Triticum aestivum L in Tebessa. Both of the areas are considered as semi-arid zone of
eastern Algeria.

*Corresponding author: Email: grara120@yahoo.fr;
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Methodology: The herbicides were applied at tillering stage in the dose full recommended doses
(150 ml /ha of Sekator and 120 g/ ha of Zoom). After eight days of treatment leaves were collected
to determine different physiological and biochemical parameters (chlorophyll, soluble sugar and
proline).

Results: The results validated by statistical analysis revealed that the levels of chlorophyll b and
soluble sugars in plants subjected to the effect of two herbicides (Sekator and Zoom ) were
significantly lower compared to untreated plants and the chlorophyll a were higher in the variety
Waha treated with herbicide Zoom. There was a significant increase in proline content in plant
samples treated with the herbicide Zoom in Hidhab variety.

Conclusion: Finally, the determination of herbicide in the leaves of wheat shows a greater
diminution in chlorophyll b and soluble sugar for HD variety.

Keywords: Effect; herbicides; oxidative stress; physio-biochemical metabolites; hard wheat; common
wheat.

ABBREVIATIONS

ROS: Reactive Oxygen Species, SO2: sulfur dioxide, cha: chlorophyll a, chb: chlorophyll b, FW: fresh
weight, QA: quinone A, QB: quinone B, PSII: Photosystem Il, PSI: Photosystem I, df : degrees of
freedom, Mean Square : mean squared deviations from the mean = variance, F : is a ratio of the
variance between groups to the variance within groups, the P value is determined from the F ratio and

the two values for degrees of freedom shown in the ANOVA table.

1. INTRODUCTION

The culture of cereal is the dominant crop of the
Algerian agriculture. It covers nearly three million
hectares in a biennial system dominating fallow
cereal [1]. Cereals constitute an important food
resource of man and animal [2]. Among the
cereal, the hard wheat (Triticum durum Desf) is
the oldest species and a major part of the
humanity food [3]. It sets all over the world, the
fifth place after the common wheat, the rice,
maize and the barley with a production of more
than 30 million tons [4]. The common wheat (T
aestivum) and the hard wheat (T durum) are
economically the most important cereal species
which adapted to varied natural conditions [5].
So, the low level of farmers technicality
associated at the risk of obtaining low yields
explain the poor soil preparation, the insufficient
protection of the cultures against the predators,
diseases and weeds and the low level of use of
inputs [6]. To achieve the required standards and
the economically viable levels of production, the
farmers have to use products phytosanitary to
protect crops against weed, pests or fungal
diseases [7]. Since 1950, the development of
agriculture and research to increase the yields,
led to an increasing use of pesticides. These
practices caused, further to a massive use, a
contamination of the environment and in
particular a diffuse pollution of a large number of
aquifers on the whole territory [8].

Algeria uses approximately 6 000 in 10 000 tons
of pesticides annually [9], approximately 400
phytosanitary products are approved in Algeria
[10]. In addition, many organic xenobiotic, such
as pesticides can pull an overproduction of
Reactive  Oxygen  Species [11].  This
accumulation can be due to an inhibition of the
transport of electrons connected to the process
of photosynthesis, and consequently to an
inhibition of the activity of the photosystems
[12,13,14]. Exposure to sulfur dioxide (SQO2),
another atmospheric pollutant, also causes an
increase of ROS in plant tissues [15]. The
analysis of the mechanisms of response to the
oxidative stress or xenobiotic interactions
oxidative stress can thus allow a better
understanding of the processes of response the
xenobiotic [11]. [16] They showed that herbicidal
treatments of Metribuzin and Isoproturon +
Diflufenican produced smaller plants which can
be due to their phytotoxic effect on wheat crop.
[17] They showed that under field conditions,
Isoproturon applied at 1,000 g/ha 32 d after
sowing resulted in wheat grain yield decrease by
65% as compared to the weed-free control. The
earlier work indicates that the application of
herbicide 2,4-D at emergence (0-72 h treatment)
to earlier seedling stage (3-5 leaf stage), boot
stage and jointing stage to soft dough stage
caused toxic effects on germination, cytological
abnormalities (inhabitance of cell division and
meristematic cells, chromosome aberrations),

450



Hana et al.; ARRB, 5(5): 449-459, 2015; Article no.ARRB.2015.048

physiological abnormalities (enzymes, proteins
and nucleic acids), and morphological
parameters abnormalities (unfolded leaves, less
tillers, reduced plant height, delay maturation,
scattering of heads, sterility of reproductive
structure and reduced grain yield) [18].

In this context, the objective of our research was
to determine the effects of two herbicides on
some physiological and biochemical activities of
Triticum aestivum and Triticum durum. This aim
was achieved by evaluation of important
physiological parameter such as chlorophyll and
biochemical parameters such as carbohydrates,
and proline.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Biological Material

The study concerned one variety of hard wheat
(Waha) and one variety of common wheat
(Hidhab: HD1220).

Waha is characterized by a high grain yield
potential, strong abilty to translocate
carbohydrates stored in the collar of the ear [19]
and a precocity of blooming which makes it
sensitive to late frost [20].

HD is native of CIMMYT, half-dwarfish,
premature, highly productive and is sensitive to
the shelling [21]. It is also drought tolerant, highly
appreciated by farmers because of its ability to
yield high [22].

2.2 Herbicides

Sekator: It is a new selective herbicide for post-
emergence control of dicotyledonous weeds in
hard and common wheat and it is composed of
two active substances (Table 1): amidosulfuron-
sodium (100g/l) and 25g/I of iodosulfuron-methyl-
sodium [23]. Sekator belongs to the
sulfonylureas, which are  broad-spectrum
herbicides used in various cultures and with
significant biological activity [24]. They exercise
their action through blocking cell division at the
meristem, by inhibiting the acetolactate synthase
enzyme (ALS), which is crucial in the
biosynthesis of essential branched-chain amino
acids: valine, leucine and isoleucine[25,26].

Zoom: |s selective herbicide against annual and
some perennial weeds dicotyledonous in wheat.
It is absorbed by the roots and leaves. It acts
primarily by inhibiting the growth of weeds which
become necrotic and die within a few weeks [27].
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Zoom is a combination of two active substance
as shown in (Table 1), the Triasulfuron (4, 1%):
C14H16CN505S and Dicamba (65, 9%):
(CgHsC1203) [28].

2.3 Conduct of the Experiment

The field experiments were conducted at two
locations in Tebessa during 2012/2013. The
sowing was conducted with an on-line leading
seed drill solla, at the rate of 300 seeds /m 2. The
crop was fertilized with100 kgha’1of urea 46%
and sprayed by Sekator (150ml /ha) and Zoom
(120 ¢/ ha) in March. Leaves of varieties Waha
treated with herbicide Zoom were collected from
the plot in El Houidjbat, while all other samples
(untreated and treated) of both varieties Waha
and HD were removed from the cultivated site at
the plot in Ras EI Aaiun (Fig. 1).

2.4 Analyses and Measurements

2.4.1 Chlorophyll a and b content

Chlorophyll was determined by the method of
Holden (1975) [31]:100mg(for each test)
collected from the median third of the youngest
leaves at tillering stage were ground in the
presence of calcium carbonate (to neutralize the
acidity of the juice vacuolar) in acetone 80% and
approximately 100mg of calcium bicarbonate
(CaCO3). Milling was repeated several times to
extract all chlorophyll pigments. The extract was
fitered. The optical density of all filtrates was
measured at 663 and 645nm. The formula
relative to the solvent, to calculate the values of
chlorophylls [32] is shown in Equation (1) and
2).

Chla =12, 70.DO (663) - 2,69.D0 (645) (1)
Chl b= 22, 90.DO (645) - 4,60.D0 (663)  (2)

2.4.2 Prolinecontent

The method used is that of Troll and Lindsley
[33], modified by Dreier and Goring [34]. 100 mg
(for each test) taken from the middle third of the
youngest leaves were immediately weighed and
then placed in a test tube. A volume of 2 ml of
40% methanol was added to the sample and the
whole was heated for 1 h in a water bath at 85°C.
After cooling, 1 ml of the extraction solution was
added to 1 ml of acetic acid, 25 mg of ninhydrin
and 1 ml some mixture distilled water, acetic
acid, orthophosphoric acid at density of 1,7 (120,
300, 80:v/v/v).
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Table 1. Chemical structure of active substance of herbicides Sekator and Zoom [29, 30].

Active substance

Chemical structure

Amidosulfuron-sodium H H 0o
O Ny NN
| *I/ Y o !
N 00 ) 0D
A
lodosulfuron-methyl-sodium o
MeD—ll! o 5
I I NP
S—NH —C—NH
TTIT
=]
= Na
Triasulfuron
N=<OCH3
Q’S%NHCUNH{\ P
N—X
OCH,CH,CI CH,

Dicamba

o/ )

OCH;

Cl

The whole was boiled for 30 minutes in a water
bath, then cooled and mixed with 5mlof toluene.
After vortexing, two phases separate, the upper
phase containing the proline was recovered and
dehydrated by adding Na,SO, and its optical
density was determined at 528 nm. The obtained
values were reported on a confirmed solutions
ranging from 0 to 0.2 mg/ml of proline standard
curve.

2.4.3 Soluble Sugars content

The total soluble sugars (sucrose, glucose,
fructose, and their methylated derivatives
polysaccharides) were measured by the method
of Schields and Burnet [35], which uses the
anthrone reagent as in a sulfuric medium. One
hundred mg of plant material was macerated for
48 h in 3ml of 80% ethanol at room temperature
to ensure the extraction of soluble sugars. At the
time of dosing and after evaporation of the
alcohol, 20 ml of distilled water were added to
the extract, heated in a water bath at 70°C for 30
min, and 2 ml of extract were removed for assay.

The concentration of soluble sugars was
determined after reading of the optical density
measured with a spectrophotometer at 585 nm.

Three replicates were studied for each assay of
chlorophyll, proline and soluble sugar content.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Effect of herbicides Sekator and
Zoom on Chlorophyll a and b Content.

The effects of Sekator on the chlorophyll content
(a andb) are shown in (Fig. 2). The values of the
probability of the analysis of variance (Table 2)
show the existence of highly significant
differences (p < 0.01) in HD wheat variety and
chlorophyll b. While in the case of herbicide
Zoom (Fig. 3 and Table 3), the comparison of the
averages of each chlorophyll (a, b) and varieties
of wheat using the variance analysis shows the
highly significant (p < 0.01) differences in cha for
Waha variety and in ch b in HD variety only.
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[W]-KHANCHELA

-

{WI-EL OUED

Fig. 1. The sampling sites on the Wilaya and the plain of Tebessa (Algeria)
Site (1): RasElAyoun (Situated in 30 km in the North of Tebessa, and being of the common of El Kouif).Site
(2): El Houidjbat (Situated in 29,1 km in the South of Tebessa, and being of the common of El Mal.abiod)
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Fig. 2. Effect of Sekator on chlorophyll a and b content (mg/ gFW) in two wheat varieties Waha
(V1) and HD (V2)
**Are highly significant (p< a=0.01).NS: not significant (p> a=0.05)
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Table 2. Analysis of variance results for varieties of Triticum treated with herbicide Sekator
and content of chlorophyll aand b

Chlorophyll Varieties statistical parameters
df Mean square Fobs P
Chla Waha 1 26 0,01 0,926 NS
HD 1 19437 2,34 0,201 NS
Chlb Waha 1 48241 1,39 0,304 NS
HD 1 302065 22,71 0,009**

Table 3. Analysis of variance results for varieties of Triticum treated with herbicide zoom and
content of chlorophyll aand b

Chlorophyll Varieties statistical parameters
df Mean square Fobs P
Chla Waha 1 3151 25,19 0,007**
HD 1 15813 4,56 0,099 NS
Chlb Waha 1 25555 1,80 0,251 NS
HD 1 246341 21,47 0,010**

Most herbicides induce inhibition of Photosystem
Il activity but their effects on D1 polypeptides
appear to be variable. Urea-type
herbicides/triazine block the oxidation of QA
(reduced quinone A) in QB (quinone B) binding
site, preventing its association with the
plastoquinone [36,37], inducing an inhibition of
electron transfer between the PSII and PSI.
However, these herbicides induce little effect on
the protein DI and photoinhibition of PSII
compared to phenolic-type herbicides [13]. The
photoinhibition of PSIl herbicide urea/triazine is
supposed to be associated with a delay in the
formation of QA in the reduced state, and low
production of singlet oxygen [38,14]. Also in
plants and green algae, herbicides can induce an
inhibition of the synthesis of chlorophyll by
inhibition  of  protochlorophyllide  reductase
enzyme [39]. The increase in chlorophyll a of
variety Waha treated with herbicide Zoom was
also observed with the herbicide "Atrazine".
Atrazine stimulates growth and chlorophyll
content in green algae (Chlamydomonas) and a
diatom (Synedraaeus). Stimulation of growth
observed during exposure to low concent rations
of toxins might be the result of an adaptation of
photosynthetic pigments [40,41]. Rioboo et al.

[42] found that the exposure of the algae to low
concentrations of Triazine herbicides, causes an
increase in cell density and growth rate after 96
hours. This stimulation of growth, showing the
ability of algal cells, such as Chlorella vulgaris, to
adapt and to resist inhibitory effects of
herbicides. On the other hand, these effects
disappear at higher concentrations. Gonzalez
Barreiro and al. [43] reported as a stimulation of
the content of carotenoids and chlorophyll with
Atrazine to 48 hours, followed by a reduction of
pigment content to 96 hours in the
cyanobacterium (Syneehocoeeus elongates).
These stimulatory effects have been noted with
other species and different herbicides [44,45].

3.2 Effect of Sekator and Zoom on Proline
Content.

The effect of Sekator and Zoom on the content
of proline (ug/g of Fw) illustrated in (Fig. 4) and
the variance analysis for each herbicides and
variety of wheat (Table 4), showed significant
differences (p < 0.05) for HD variety treated with
Zoom and non-significant differences (p > 0.05)
for variety Waha and HD weeded by Sekator.

Table 4. Analysis of variance results comparing proline obtained for each herbicides applied
to the two varieties of Triticum

Herbicides Varieties Statistical parameters
df Mean square Fobs P
Sekator Waha 1 0,0204 0,54 0,504 NS
HD 1 0,0048 0,33 0,596 NS
Zoom Waha 1 0,0006 0,02 0,903 NS
HD 1 0,1634 13,69 0,021 *

*: Significant differences (p < a = 0.05).NS: non-significant differences (p > 0.05)
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Fig. 3. Effect of zoom on chlorophyll a and b content (mg/ g FW) in two wheat varieties Waha
(V1) and HD (V2)
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Fig. 4. Effect of Sekator and zoom on proline content (ug / g FW) in two wheat varieties Waha
(V1) and HD (V2)

The accumulation of proline is one of adaptive
strategies activated by the plant side, the
constraints of the environment [46]. While the
explanation of the accumulation of proline is
different according to the authors
[47,48,49,50,51] they showed that the increase in
leaf proline content under the stress, followed by
the reduction in total chlorophyll pigments
(chlorophylls a and b) content. Results of [48]
show some proportionality, but inverse, between
the contents of accumulated proline and
chlorophyll pigments contents lost and the variety
that accumulates more proline is also the one
who is the fastest decrease in levels of
chlorophyll pigments and vice versa. These
results suggest the existence of a connection
between the likely pathways of biosynthesis of
chlorophyll  pigments and proline [52].
Competition between these two compounds on
their common precursor, glutamate, maybe the
cause of this development [53,54].

3.3 Effect of Sekator and Zoom on the
Sugar Content

The graphical representation of results obtained
in the case of wheat treatment by the molecule of
herbicide illustrated in (Fig. 5) and ANOVA test
(Table 5) revealed no significant differences for
all comparisons except for the variety HD treated
with Zoom and Sekator where we can observe a
significant difference.

Concerning the dosages of total sugars, the
results are consistent with those of [55], which
recorded a decrease in sugar content in Chlorella
vulgaris under the effect of the herbicide Diuron.
According to the research of [56] on the effect of
three Pesticides (Hexaconazole, Bromuconazole
and Fluazifop-p butyl) on some biochemical
metabolites of the hard wheat: Triticum durum, a
close correlation between the rate of
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Table 5. Analysis of variance results comparing soluble sugar obtained for each herbicide
applied to the two varieties of Triticum

Herbicides Varieties Statistical parameters
df Mean square  Fops P
Sekator Waha 1 17,20 03,75 0,125 NS
HD 1 01,48 11,05 0,029*
Zoom Waha 1 04,20 01,45 0,295 NS
HD 1 03,49 12,88 0,023*
20 20

o0 oo

E} E}

2 15 * = 15 *

ﬁ, 10 N control f:'b 10 M control

a — a —

3 5 “— E 5

o °

- M treated with + M treated with

c 0 = 0

g Sekator 2 Zoom

5 Vi V2 s Vi V2

U U

Varieties (v1 et v2) Varieties (v1 et v2)

Fig. 5. Effect of Sekator and zoom on sugar content (ug / g FW) in two wheat varieties Waha
(V1) and HD (V2)

carbohydrate and chlorophyll was found. Indeed,
carbohydrate derived from photosynthesis
process involves molecules of chlorophyll a, b
and carotenoids for collecting light energy which
is transmitted to various of the photosynthetic
electron transport chain in order to reduce the
NADP to NADPH+H+ and ATP to phosphorylate
ADP+Pi. NADPH and ATP so produced are used
to reduce CO, in the organic molecules such as
carbohydrates. More the number of molecules of
chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoid are
important, more the absorbed bright energy is
important and the photosynthetic chain can work
at the most of its capacities.

4. CONCLUSION

This work shows that oxidative stress exerts in
both varieties of wheat. A depressive effect on
the physiological and metabolic parameters
studied, but it does not affect in the same
manner. The degree of affection depends on the
intensity of the stress and variety. Indeed, we
showed that levels of chlorophyll a and b are
very sensitive parameters, which can provide
information on the tolerance of wheat varieties to
the toxicity of herbicides. Waha variety showed
reduction rate of chlorophyll b 17, 79% for
Sekator and 29, 45% for herbicide Zoom against
reduction rates ranging from 40, 43% for Sekator

and 28, 98% for herbicide Zoom in HD variety.
Moreover, it should be noted that the chlorophyll
b content is more sensitive to the effect of
herbicide stress than chlorophyll a. The evolution
of the proline content in different varieties also
confirmed the results previously indicated. Waha
variety showed a slight non-significant increase
of proline content. In contrast, in the sensible
variety (HD), proline content showed a significant
increase indicating some metabolic perturbation.
Overall, hard wheat appear to be more tolerant
than common wheat. However, the order of
tolerance varies depending on the evaluation
criteria used.
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Abstract

Pollution by pesticides and organic pollutants is mostly perceived through their presence in water and food.
However, many pollutants pass through the soil where their conduct will determine the manifestation of their
pollutant character. Reducing their environmental impact requires an understanding of the processes they
undergo in the soil. Thus, the physico-chemical composition of the soil, temperature and the richness of the
microflora are so many and various factors that contribute to the degradation of herbicide residues. The aim of
this study was to investigate the interaction of Sulfonylureas herbicides with soil chemical properties in semi-arid
zone of Algeria. The treatments were carried out for a stage 3-4 leaves; at company recommended rates of 150
ml/ha for Sekatorwhile recommended rate of 120g/ha was used for Zoom treatment.Variance analysis shows no
significant effect of Na content of a soil polluted with both herbicides compared to the control. Sekator herbicide
treated soils showed significant decrease in conductivity, level of the organic matter, content of available
phosphorus and potassium, whereas soil treated with Zoom shows a very highly significant increase in the
content of available phosphorus (p < 0.001) and very highly significant decrease in the potassium content. This
study has elucidated the ability of herbicides to chelate with soil chemical properties thereby reducing their
availability for uptake by plants. It has also been shown that soil minerals are utilized by plants and microbes

during microbial degradation.
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Introduction

Weeds are considered notorious yield reducers that
are, in many situations, economically more important
than insects, fungi or other pest organisms (Savaryet
al., 2000). Presence of weeds reduces the
photosynthetic efficiency; dry matter production and
distribution to economical parts there by reducing
sink capacity of crop resulting in poor grain yield
(Patel et al.,, 2004). Unlike some environmental
problems, once invasive plants become established,
they often cannot be controlled by simply removing
the initial mechanisms for invasion such as human-
induced disturbance or by restoring natural processes
such as fire. Instead, invasive plants must be
controlled directly by using, either alone or in
combination, herbicide treatments, manual removal,
grazing, burning, biological control agents, or other
methods capable of suppressing the target species in

its invaded context (Petroff andSheley, 1999).

The use of herbicides for combating unwanted weeds
in the crop fields has been increased steadily. During
the application of the herbicides, a large portion of
these chemicals accumulates in the top layer soil (0—
15 cm) where most of the microbiological activities
occur. Microorganisms degrade a variety of
carbonaceous substances including the accumulated
herbicides in soil to derive their energy and other
nutrients for their cellular metabolism (Debnathet
al.,2002, Das et al., 2003). The enormous variety of
herbicides commercially available today makes it
impossible to review all of them. Thus, this work will
focus on some of the herbicides most used in the
(semiarid) region of Algeria and worldwide (i.e.,
Sulfonylurea and Dicamba), based on our own

research data.

Sulfonylurea herbicides (SUHs), introduced in1982
by the Dupont Corporation, were developed for weed
control in cereal crops all around the world. Due to
their low application rates (in the range of 10—
100g/ha), unprecedented herbicidal activity and low
toxicity (LD5o <

compounds,

mammalian 4000

mg/kg).Sulfonylurea which  are

composed of a sulfonyl structure linked to a urea
group, represent one of the largest classes of
herbicides. However, the relatively high water
solubility of these herbicides may result in their
leaching into deeper soils and potentially entering
surface waters (Fang et al., 2010).SU herbicides are
weak acids (pKa values ranging between 3 and 5) and
are highly water soluble (log Kow< 1). Their half-lives
in soil vary from 5 to 70 d depending on the herbicide,
soil pH and other soil characteristics (Cessna et al.,
2006,Hollawayet al., 2006). In soil, they are
degraded either by hydrolysis or microbial activity
and the degradation products of some SU may persist

in soil for years (Rosenbomet al., 2010).

The fate of herbicides such as that of any organic
molecule released into the environment is determined
by their physico-chemical characteristics. The
solubility of herbicide is important in predicting its
behavior in water and its mobility in soil.
Agrochemical water solubility is a function of
temperature, pH and ionic strength and is affected by
the presence of other organic substances such as

dissolved organic matter (Pierzynskiet al., 2005).

The objective of the present study is to determine the
effect of some herbicides (Sekator and Zoom) at their
recommended field rates (150 ml/ ha and 120g/ ha
respectively) on availability of sodium, potassium and
phosphorus, also level of the organic matter in the
soils as well as yield of the wheat crop. These
herbicides are frequently used by the farmers in their
wheat fields to eradicate the unwanted weeds for

better crop growth.

Materials and methods

Area description

The present study was carried out in the agricultural
fieldof wheat located inRas El Ayoun situated in 30
km in the North of Tebessa, and El Houidjbatsituated
in 29, 1 km in the South of Tebessa (Fig 1).The study
area is near the city of Tebessa in eastern Algeria, is
among the poorest and remotest regions in the

country. This area lies in the semiarid region of

158 | Hana et al.



J. Bio. & Env. Sci. | 2015

Algeria and is susceptible to the various threats which
surround both growing urban areas as well as
developing agricultural areas. The city of Tebessa and
the surrounding villages (Bekkaria, Hammamet) have
seen a great deal of growth in the past decade, with

the establishment of new industries and farms.
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Fig. 1. Map showing the study area in semi-arid

region of Algeria with blue is the study area.

Annual precipitation in the study area ranges between
200 and 350 mm, and thus the area is considered to
be a semi desert area. Temperatures can rise in the
summer to 45 °C. This situation of dryness
accentuates the drawdown of water resource
especially during the last decade because the renewal
of this resource is very weak. The dry climate, the
atmospheric dust, and low intensity of precipitation
can also affect the groundwater quality generally
causing increased salt content. The Gaussen and
Bagnoulsdiagram (Fig 2)reveal a dry period from

mid-May to mid-October.

Sampling of soil

Soil samples were collected after 20 days of
herbicides application from each replicated plot by
uprooting the plants at random and keeping the root
system intact as much as possible. The soil crumbs

adhering to the root surface were carefully collected

and a composite soil sample for each plot was
prepared. After removing the plant roots, the soil
samples were then ground to pass through a 2 mm
sieve width mesh to remove stones and plant debris,
after which they were stored in plastic zipper bags for

further analysis.

Choice of herbicides

The herbicides used in the experiment were
commonly used in the agricultural fields employed by
farmers to fight against weeds, which were obtained
from a local agricultural store. The herbicides used

were:

Sekator, it is a new selective herbicide for post-
emergence control of dicotyledonous weeds in hard
and common wheat and it is composed of two active
substances (Fig 3): Amidosulfuron-sodium (100g/1)
and 25g/1 of Iodosulfuron-methyl-sodium (Vilauet

al., 2010).

Zoom, its fast effect is followed by leaves destruction
and roots of weeds. Chemically, ithas the following
composition: Triasulfuron (4,1%) and Dicamba

(Zouaouiet al., 2013).

Soil treatments

The treatments were carried out at tillering stage for
3-4 leaves, at company recommended rates of 150
ml/ha for Sekator while recommended rate of
120g/ha (Zoom powder) was used for Zoom

treatment.

Chemical analysis of soil

A total of 3 soil samples were collected from the study
site at Tebessa. All samples were air-dried for two
weeks then crushed manually and sieve to pass 2 mm

mesh sieve.

For chemical analysis: The soil pH and electrical
conductivity were measured with distilled water using
a pH meter (1:5), available sodium content and
available potassium content, were estimated with

flame photometer method (Jackson, 1973). The stock
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standard solution contains 1000 ppm/1000 ppm of
sodium and potassium. From this stock standard
solution 100, 80, 60, 40, 20 ppm solution of lower
concentration was prepared. Aspirate Distilled Water
and set the read out 00 by adjusting the zero control.
Aspirate the standard solution that has higher
concentration adjust the nobe to 100. For optimum
performance the instrument should be allow 15 min
to warm up during this warm up period a blank
demonized water sample should be aspirated.
Emissions were noted for all standard solution. Lastly
water sample solutions were aspirated and emission

was noted.

Organic carbon was determined by Anne method
(BonneauandSouchier, 1994) by oxidation of carbon
with excess potassium dichromate (K-Cr-0;) in
sulfuric acid medium (heat source). The amount of
non-consumed dichromate was measured back by
Mohr's salt.

The rate of organic matter (OM) was estimated by

multiplying the percentage of carbon by 1.72
(Mathieu and Pieltain, 2003).

Soil samples were analyzed for available P in sodium
bicarbonate extract colorimetrically(Olsen and Dean,

1982).

Statistical analysis

The experimental assays used to results were
repeated at least three times, under the same
conditions and yielded the same results. To
discriminate significant differences, all measurements
were subjected to an Analysis of Variance (ANOVA)
test (defined as P < 0.05). Data are shown as the
mean =+ relative standard. The correlation studieswere
made to reveal the association among the variables in

the investigation (Gomez and Gomez, 1984).

Results and discussion

The analyses of variance for the different parameters
are reported in Table 1, where the pH, EC, Ka, K, P
and OM of wvariation.

represent the sources

Table 1. Analysis of variance results comparing -chemical parameters obtained for herbicides applied to the soil

of Triticum culture.

statistical parameters

Source df Mean Square Fobs P

pH 2 0,05503 13,57 0,006 **

EC 2 12245 8,08 0,02 *

Na 2 3,373 3,52 0,097 NS
2 1280,13 308,64 0,000%**

P 2 0,644878 734,67 0,000%**

OM 2 0,621 5,37 0,046 *

*: Significantdifferences (p < a = 0.05).
**: highly significant differences (p <_a = 0, 01)
#**: very highly significant differences ((p <_a = 0,001)

NS: non-significantdifferences (p> 0.05)

TheHerbicide effects in soil chemical properties were
significantly different between treatment variations.
Soil pH decreased significantly (p <_a = 0, 01) from
8.32 up to 8.13 in the soil treated with Zoom
herbicide, while soils treated withSekatorshowed no

significant change in pH after treatment (Fig 4). Upon

treatment with herbicides there was augmentation in
sodium ion (Na) concentration compared to the
control (Fig 5) but the Na concentration increased
insignificantly (p>0.097). Total Na concentrations
increased progressively to 2.31 ppm and 4. 15 ppm in

the soils treated with Sekator, whereas it increased
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from 2.31 ppm to 4.14 ppm relative to Zoom

treatment.

Herbicides decreased significantly (p<0.001) the total
K concentration immediately after treatment (Fig 6),
which decreased progressively from 52.39 ppm to
28.20 ppm in the soils treated with Sekator, and

continued to decrease in the soils treated with Zoom

from 52.39 ppm to 11.29 ppm. Conductivity (Fig 7)
significantly decreased immediately after herbicides
treatments (p=0, 02) and the decrease ranged from
254 ups/ecm to 157.67 us/cm and 254 ps/cm to
133.13us/cm  for Sekator treatment and Zoom
treatment, respectively. So exchangeable K followed a

similar pattern as conductivity.

Table 2. Pearson correlation coefficient of soil properties in eastern Algeria.

Parameters N CE MO p pH
CE -0.69 - - - -

MO -0.115 -0.024 - - -

p 0.257 -0.446 0.678 - -

pH -0.087 0.363 -0.857 -0.892 -

K -0.703 0.849 -0.166 -0.684 0.520

Significant 'r’ at p< 0.05 level.

of the

significantly

(OM)
with

reduced

the
herbicidesSekator compared to the control (Fig 8).
Relative to the treatment, OM decreased by 67, 56%.

Level organic matter

upon treatment

However, they increased significantly when treated
with herbicide Zoom used in this study compared to
the control by 17, 29%. Similar to the results obtained
for content of available phosphorus (P) (Fig 9). The
available phosphorus significantly increased by
10.49% in the soils treated with Zoom herbicide and
then significantly decreased by 2, 7% in relative to
Sekator treatment. The Herbicide effects in OM and

available P of soil were significantly different between

treatment variations.
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Fig. 2. Gaussen and Bagnouls diagram of the study

area (1972-2008).

There were significant correlation (p < 0.05) in 26.6%
(Table 2) of the soil property pairs and that was
reasonable for identification of underlying factor

pattern.

This result was expected based on the characteristics
of the study area indicating significant correlation
among soil properties that bear relationship with one
The established

possibilities of grouping soil properties into similarity

another. trend indicated the

factors based on their correlation patterns.

K and available P

correlated with the highest number of soil properties

Exchangeable significantly
(each correlated with 3 other soil properties), then
closely followed by Na, OM, pH and EC that
significantly correlated with EC and pH, available P
and pH, OM and available P , Na and K respectively.
The strongest negative significant (p < 0.01)
correlations were between available P and pH (r = -
0.89), OM and pH (r = —0.88), whereas the strongest
positive significant correlations were between EC and
K (r = 0.85).

After an herbicide has been applied to the soil, it has

one of three fates. It can either remain dissolved in
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the soil solution, be adsorbed by smaller soil colloids
or be absorbed by plant roots and shoots (Fig. 10).
Herbicide that is adsorbed by soil is “tied-up” or

bound to the soil and is not readily available for weed

absorption (Kurt et al., 2011).
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Fig. 3. Molecular structures of the pesticides considered(Vullietet al., 2002).

Based on the results, soil chemical properties did
differ significantly under different treatments. Also
increasing content of available phosphorus in soil
results in the released of ions H* by roots that
dissolved the natural phosphates by making
assimilable to the plant and in the case where
phosphorus is not collected by the roots it is reacted
with the various component of the soil and thus it is

found adsorbed (Hinsinger, 2001).
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Fig. 4. Effect of herbicides in pH soil samples (1:

Control, 2: Sekator treated soil, 3: Zoom treated soil).

Decrease of the amount of assimilable phosphorus is
probably due to the immobilization of reacting

phosphorus with Ca2* ions to a non-draining

irrigation causing the transfer of phosphorus to
unavailable forms (Adil, 2012).It is known that the
adsorption of phosphorus decreases with increasing
pH to oxides or pure argillaceous minerals (Muljadiet
al., 1966,Hingstonet al., 1972). Research has shown
that for soil rather different mineralogical
compositions but differentiated by pH, there is an
increase in adsorption with decreasing pH (Lopez-
Hernandez and Burnham 1974,Parfitt, 1977, Friesen

et al., 1980,Eze and Loganathan, 1990).
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Fig. 5. Effect of herbicides in Na content soil samples
(1: Control, 2: Sekator treated soil, 3: Zoom treated

soil).

For all treatments, the amounts of exchangeable
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potassium decrease according to Cengizet al.,(2001).
Under salt stress, potassium from the external
environment is highly mobilized to the plants, explain
the reduction of soil K levels under high levels of
NaCl. Maalem (2011) found that the soil K decreases
significantly, indicating its probable translocation to

the plant, for it is in the case of salt stress.

Soil electrical conductivity (EC) is useful as a relative
measure of the total quantity of ions in the soil
solution. Soil EC has no direct effect on crop growth
or yield, but it is frequently observed that there are
close relationships between EC and a variety of other
soil properties that are highly related to crop growth
and yield (Olson, 2000).
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Fig. 6. Effect of herbicides in K content soil samples
(1: Control, 2: Sekator treated soil, 3: Zoom treated

soil).

In the similar way, the greater solubilization of
insoluble phosphates by the increasedphosphate
solubilizing microorganisms as well as higher content
of organic acids present in the root exudates of the
growing plants resulted greater release of available
phosphorus in the rhizosphere soil of rice. As
compared to control, the increase in available
phosphorus was highest under oxyfluorfen (23.2%)
followed by fluchloralin (20%) and oxadiazon
(14.7%), respectively (Das and Debnath, 2006).
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Fig. 7. Effect of herbicides in conductivity soil
samples (1: Control, 2: Sekator treated soil, 3: Zoom

treated soil).
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Fig. 8. Effect of herbicides in OM of soil samples (1:

Control, 2: Sekator treated soil, 3: Zoom treated soil).

Polyvalent (Al3+, Fe3+, Ca2* and Mg2*) or monovalent
(Na*, K+) cation affect the solubility of organic matter
(Baham and Sposito, 1994). Chemical reactions
between anionic functional groups of organic
molecules and solution cations can reduce the surface
charge density, alter structural conformation of the
adsorbed species and cosequently reduce solubility.
At high concentrations of ions in solution, these
process increase and the solubility of organic matter

is reduced by flocculation (Tipping and Woof, 1990).
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Fig. 9. Effect of herbicides in available phosphorus of
soil samples (1: Control, 2: Sekator treated soil, 3:

Zoom treated soil).
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The nature of dissolved organic matter influences the
adsorption and desorption of dimefuron, atrazine and
1992).
adsorption of less soluble atrazine and dimefuron,

carbetmine(Barriusoet  al., Increased
after soil pretreatment with dissolved organic matter,
can be explained by an increase of soil C content via
adsorption of some organic compounds from
dissolved organic matter solution (Blasioliet al.,
2011). Clay minerals appear to exert their primary
modifying the

characteristics of microbial habitats; this either

influence by pysicochemical
enhances or attenuates the growth and metabolism of
individual microbial populations (Bollaget al., 2002).
Minerals exhibit mixed fractions and they transform
naturally occuring and xenobiotic substrates
abiotically; at the same time, they act as sorbents,
thus altering the impact of microorganisms, enzymes
and chemicals. Adsorption and other binding
interactions that occur on both mineral and humic
surfaces are believed to reduce the bioavailability of

xenobiotics(Bollaget al., 2002).

Herbicide in
Soil Solution

40

®. @ -
S @S

Adsorption Uptake

Large Soil Affinity Small Soil Affinity

Fig. 10. Effectiveness of soil applied herbicides can
depend on the physical properties of the herbicide,
soil organic matter content, and soil texture. When
herbicides have a strong affinity to soil. They are less

effective for weed control (Kurt et al., 2011).

The relationships among soil pH, organic matter,
total K and other indicators are common. The change
between soil pH and organic matter remained stable,
which is possibly due to the reflection that the soil pH
is synthesized by soil chemical properties widely
affected by soil microbial activities,composition and
decomposition of organic

matter, morphology

transformation and release of N, P and other
nutrients (Fu and Wang, 2007).In brief, the variation
in exchangeable base cations and EC is controlled by
the interaction of plant and soil, and the interaction of
soil physical, chemical, and biological properties,
which in turn controls plant nutrient availability in

the sandy land ecosystem.

Conclusion

The indiscriminate use of herbicides has increasingly
become a matter of environmental concern altering
the soil fertility status, because of their adverse effects
on soil microorganisms as well as on physicochemical
properties of soil. Although the efficacy of herbicides
in controlling the weeds is important, its residual
impact should also be considered for environmental
safety.The herbicides are used either as preemergence
or as post-emergence; a high proportion of herbicides
reaches the soil and accumulates in the
microbiologically active top soil altering microbial
populations and biodiversity, which are good
indicators of the balance in the agroecological system.
This study has elucidated the ability of herbicides
(Sekator and Zoom) to chelate or bind with soil
minerals there by reducing the availability for uptake
of essential minerals such as K thus eliciting various
malformations in the plants and making the plants
suceptible to various diseases and malformations
such as leaf necrosis. It has also been shown that soil
minerals are utilised by plants and microbes during

microbial degradation.

The soil fertility status may also be enhanced by

microbial processes including degradation of

agrochemicals/herbicides, nutrient cycling and
carbon sequestration. Therefore, there is a need for
the advent and wuse of cheaper, ecofriendly
alternatives that result in increased crop production
along with the judicious use of the known arsenal of
agrochemicals as suggested by the integrated pest and
nutrient management protocols. Further, it is
necessary to strengthen the scientific basis of modern
because

agriculture, herbicides = may  be

advantageously used only if their persistence,
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bioaccumulation, and toxicity in agroecosystem are

strictly controlled.
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