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Résumé

L’objectif de notre travail est d’étudier ’effet de différentes concentrations des nanoparticules d’oxydes de
fer et de cuivre sur quelques paramétres germinatifs, morphométriques et physiologiques des graines de blé dur
(Triticum durum).

Dans un premier temps, les résultats obtenus révélent que le taux et la cinétique de germination des graines
de blé dur tendent a diminuer de maniere dose-dépendante et inversement proportionnelle aux concentrations
croissantes des nanoparticules. La toxicité s’est manifestée sur le plan morphométrique par une diminution de la
longueur moyenne des racines et des coléoptiles des graines traitées par rapport a celles témoins.

D’autre part, le traitement par les nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre a induit une augmentation des
teneurs en pigments photosynthétiques (chlorophylles a, b, a+b et caroténoides), ce qui indique une stimulation de la
photosynthese.

D’aprés I’ensemble de nos expériences, il est évident que les nanoparticules d'oxydes de cuivre sont plus
toxiques que celles du fer.

Mots clés : le blé (Triticum durum), toxicité, nanoparticule, cuivre, fer, germination.

Abstract

The objective of our work is to study the effect of different concentrations of iron and copper oxide
nanoparticles on some germinal, morphometric and physiological parameters of durum wheat (Triticum durum)
seeds.

First, the results obtained reveal that the rate and the germination Kinetics of durum wheat seeds tend to
decrease in a dose-dependent manner and inversely proportional to the increasing concentrations of the
nanoparticles. The toxicity manifested morphometric ally as a decrease in the average length of roots and coleoptiles
of treated seeds compared to controls.

On the other hand, treatment with iron and copper oxide nanoparticles induced an increase in the content of
photosynthetic pigments (chlorophylls a, b, a + b and carotenoids), which indicates stimulation of photosynthesis.

From all of our experiments, it is evident that copper oxide nanoparticles are more toxic than iron
nanoparticle.

Key words: wheat (Triticum durum), toxicity, nanoparticle, copper, iron, germination.
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Introduction

Le développement des nanomatériaux et leur emploi a 1’échelle industrielle sont en
plein essor depuis une dizaine d’années. En effet, les propriétés physico-chimiques de ces
matériaux permettent leur utilisation pour des applications variées, allant de la fabrication de
produits alimentaires ou cosmétiques, au développement d’outils pour I’¢lectronique ou

encore les sciences biomédicales (Triboulet , 2013) .

A ce jour, les nanoparticules sont etudiées a travers le monde dans des centaines de
laboratoires et d'entreprises pour mettre a profit de plus en plus encore leurs propriétés
physico-chimiques, les caractéristiques de leur échelle nanométrique et développer ainsi de
nouvelles applications. La mise sur la marche de produits contenant des nanomatériaux est
ainsi passée de 54 en 2005 a 1317 en 2011 (Daniel, 2010). Parallelement, des études de plus
en plus nombreuses sont entreprises afin de mieux comprendre les risques liés aux
nanoparticules sur I’environnement. Celles-Ci visent notamment a évaluer la toxicité de

nanoparticules de natures variées sur différents modeles in vivo ou in vitro (Triboulet, 2013).

Il a été démontré que les plantes jouent un réle important dans le comportement et le
transport des nanoparticules dans l'environnement a travers leur pénétration et leur
bioaccumulation dans les tissus végétaux (Monica et Cremonini, 2009). Cependant, les
connaissances actuelles concernant leurs meécanismes exacts d’interactions avec les
constituants cellulaires s’avérent relativement limitées. De méme, les travaux observant 1'effet
des nanoparticules sur les paramétres morphologiques, physiologiques et biochimiques des
systémes végetaux sont pratiqguement rares (Homaee et Ehsanpour, 2015 ; Rahmani et al.,
2016).

Parmi ces études récentes nous citons ceux de (Yang et al., 2005) ; qui ont étudié
I’impact des nanoparticules d’Al,O3 sur plusieurs espéces végeétales (mais, concombre, soja,
le chou et la carotte....). D’autre part, (Lin et al., 2007) ont étudié I’impact des nanoparticules
de ZnO sur la germination des graines de radis (Khodakovskaya et al., 2009) ont également
déterminé I’impact des nanotubes de carbone sur les graines de tomate (Lycopersicon
esculentum), colza, ray-grass, de la laitue et du concombre. Dans le cadre de I’évaluation des
sols pollués, les effets génotoxiques et systemes de détoxication chez la feve (Vicia faba) ont
été aussi déterminé par (Foltete, 2010). D’autres travaux ont étudié I’effet de nanoparticules
de ZnO, sur I’ail (Allium sativum) (Shaymurat et al., 2011).
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Ces études rapportant I’'impact des nanoparticules sur différentes especes végétales
mettent en évidence des effets bénéfiques et d’autres néfastes (Larue, 2011). Ces effets
dépendent ainsi de la concentration des nanoparticules. A faibles concentrations, les
nanoparticules semblent ne pas avoir d’effets négatifs sur les plantes, par contre, des
concentrations plus élevées peuvent causer des effets néfastes (Thuesombat et al., 2014).
Trés récemment (Boonyanitipong et al., 2011) ont rapporté dans leurs études portant sur les
NPs de TiO2 et ZnO, que les nanoparticules de ZnO affectent la croissance de la plante en
inhibant la longueur des racines et en réduisant leur nombre. Cependant, les nanoparticules de
TiO, n'ont pas un tel effet inhibiteur sur la longueur des racines. En effet, la variabilité des
effets des nanoparticules sur les plantes dépend non seulement de leur type (Feng et al., 2013)
et de leurs propriétés (Ma et al., 2010 ; Dietz et Herth, 2011 ; Ghafariyan et al., 2013),
mais aussi des especes végétales (Zhu et al., (2008) et de leur stade de développement, du

temps, des doses et des méthodes d'exposition (Ma et al., 2013).

Les céréales cultivées depuis des milliers d’années, constituent la base de notre
alimentation et jouent la carte de la diversité. De I’Europe a I’ Asie, en passant par I’ Afrique et
I’Amérique, les hommes du monde entier en ont développé de nombreuses variétés. Elles
seront sans doute amenées a jouer un rble fondamental face aux défis démographiques et

environnementaux du siecle (Nedjah, 2015).

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans les systemes
alimentaires et dans 1’économie nationale. Cette caractéristique est percue d’une maniere
claire a travers toutes les phases de la filiere (Djermoun, 2009). Le potentiel de productivité
des cultures pourrait étre apprécié a travers leur capacité photosynthétique. Aussi, le
développement et la formation de la surface foliaire dépendent du potentiel photosynthétique.
Ce paramétre essentiel est en rapport avec les rendements biologiques et économiques des
céréales. Les céréales constituent environ 30% des sources énergétiques alimentaires dans les
pays développés, contre plus de 50% dans les pays en voie de développement, atteignant
parfois 90% dans certains pays d’Afrique (Aissa et Mhiri, 2000)

Les blés constituent la premiére ressource alimentaire de ’humanité, et la principale
source de protéines. lls fournissent également une ressource privilégiée pour l'alimentation
animale et de multiples applications industrielles (Bonjean et Picard, 1990). Le blé dur est la
premiere céréale cultivée dans le pays. Elle occupe annuellement plus d’un million d’hectares.

Cependant, la production nationale en blé dur est encore faible, elle ne couvre que 20 a 25 %

)
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des besoins du pays, le reste étant importé. La cause principale de la faiblesse de la production
du blé dur en Algérie est le faible niveau de productivité (rendement) obtenu, soit 9 a 11
quintaux/hectare. Cette faible productivité est elle-méme due & des contraintes abiotiques
(pluviométrie surtout), biotiques (adventices surtout) et humaines (itinéraires techniques
appliqués etc...) (Chellali , 2007).

Actuellement, les nanomatériaux phyto-synthétisées sont utilisées comme nano-engrais
pour les plantes cultivées d'importance agricole, dans le respect de la garantie de leur
utilisation en toute sécurité (Gogos, 2012). Cependant, divers nanomatériaux utilisés dans les
pratiques agricoles modernes ont des impacts a la fois positifs et négatifs sur les plantes
cultivées. Certaines études concernant I'impact des NPs d’oxydes de fer et de cuivre sur la
croissance des céréales ont mis en évidence un effet optimisant, expliqué par I'importance du
fer et du cuivre a plusieurs cycles vitaux de la plante. Ainsi, le fer et le cuivre, sont des
élements essentiels pour la croissance, le développement et la photosynthése des plantes.

Cependant, des concentrations élevées peuvent étre toxiques (Racuciu et al. 2007).

Notre travail s’inscrit dans cette thématique. Il a pour objectif d’étudier les effets de
différentes concentrations de deux nanoparticules métalliques : les NPs d’oxydes de fer et de
cuivre sur une variété de blé dur (Triticum durum), a travers la mesure de quelques

parametres germinatifs, morphomeétriques et physiologiques

Nous nous sommes ainsi posé les questions suivantes dans la conception de notre

travail :

e Ces deux nanoparticules ont-elles un effet bénéfique ou néfaste sur la germination du
blé ?
e Utilisées aux mémes concentrations, ces nanoparticules ont-elles le méme degré de

toxicité ?







1. Présentation du matériel biologique :

Matériel et méthodes

La présente étude a porté sur une variété de blé dur : Triticum durum Desf (Variété
Siméto) (Figure 1) qui nous a été aimablement fourni par ’OAIC (Office Algérien Inter

Professionnel des Céréales) de Annaba. Les principales caractérisques de cette variété sont

mentionnées dans le tableau (I).

Figure 1 : La variété « Siméto » de blé dur.

Tableau I : Les caractéristiques agronomiques de la variété « Siméto » (Alayat, 2015).

Variété Origine Caractéristiques Caractéristiques Résistance aux maladies
agronomiques et technologiques et aux différentes
Culturales conditions climatiques
SIMETO Variété de Rendement PMG: élevé Oidium feuille:
blé dur élevé Qualite moyennement
d’origine semouliere sensible
Italienne tres bonne Oidium épi :
introduite Mitadinage résistante
en Algérie : résistante Rouille brune :
moyennement
sensible

Résistante a la
sécheresse et au
froid




Matériel et méthodes

1.1. Description de la plante de blé dur :

Le blé dur (Triticum turgidum spp. durum) est une plante annuelle de la classe de
monocotylédones de la famille des Poacées, de la tribu des Triticées et du genre Triticum
(Tableau I1).

En termes de production commerciale et d’alimentation humaine, cette espéce est la
deuxieme plus importante du genre Triticum apreés le blé tendre. Leur famille comprend 600
genres et plus de 5000 especes (Feillet, 2000).

Tableau 11: Classification du blé dur d’aprées Feillet (2000).

Embranchement Angiosperms
Sous-embranchement Spermaphytes

Classe Monocotyledons

Ordre Glumiflorales

Super ordre Comméliniflorales
Famille Graminae et/ouPoaceae
Tribu Triticeae

Sous tribu Triticinae

Ils’agit d’une graminée annuelle de hauteur moyenne et dont le limbe des feuilles est
aplati. L’inflorescence en épi terminal se compose de fleurs parfaites (Soltner, 1998). Le
systéme racinaire comprend des racines séminales produites par la plantule durant la levée,
racines adventives qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la plante et
constituent le systeme racinaire permanent. Le blé dur posséde une tige cylindrique, dressée,
habituellement creuse et subdivisée en entre-nceuds. Certaines variétés possédent toutefois des
tiges pleines. Le chaume (talles) se forme a partir de bourgeons axillaires aux nceuds a la base
de la tige principale (Bozzini, 1988). Le nombre de brins dépend de la variété, des conditions
de croissance et de la densité de plantation (Clark et al.,2002). Comme pour d’autres
graminées, les feuilles de blé dur se composent d’une base (gaine) entourant la tige, d’une
partie terminale qui s’aligne avec les nervures paralléles et d’une extrémité pointue. Au point
d’attache de la gaine de la feuille se trouve une membrane mince et transparente (ligule)
comportant deux petits appendices latéraux (oreillettes) (Bozzini, 1988 ; Ait Kaki, 1993 ;
Meksem, 2007 ; Issaad, 2013).
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1. 2. Composition biochimique et valeurs nutritives du blé dur:

Le grain de blé est principalement constitué¢ d’amidon (environ 80% de la maticre
séche), de protéines (52%) et de pentosanes (90,6%) (Selon les variétés et les conditions de
culture). Les autres constituants, pondéralement mineurs, sont les lipides, la cellulose, les
sucres libres, les minéraux et vitamines. Ces constituants se répartissent de maniére inégale au
sein des différentes fractions histologiques du grain. L’amidon se trouve en totalité dans
I’albumen amylacé. La couche a aleurone est particulierement riche en protéines, en matieres
minérales et en pentosanes, qui sont les constituants dominants de ses parois cellulaires. Le
péricarpe est essentiellement constitué de ces pentosanes et de cellulose. Le germe est riche en
protéines, en lipides et en sucres libres (Feillet, 2000). La composition biochimique des

principaux constituants du tissu du grain de blé est représentée dans le tableau I11.

Tableau I11 : Composition biochimique du tissu d’un grain de blé dur (Feillet, 2000).

Péricarpe % Aleurone % Albumen %
Protéines

(b 30 12

Lipides 0 9 2
Amidon 0 0 82
Sucre réducteur v 0 18
Pentosane 43 46 1,6
Cellulose 40 3 0,1
Minéraux / 2 0,5
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1.3. Origine géographique du blé dur :

Le moyen orient serait le centre géographique d’origine, a partir duquel, 1’espece

Triticum durum s’est différenciée dans trois centres secondaires différents qui sont le bassin

occidental de la Méditerranée, le sud de la Russie et le Proche Orient. Chaque centre a donné

naissance a des groupes de variétés botaniques, possédant des caractéristiques phénologiques,

morphologiques et physiologiques spécifiques (Lev-Yadun et al., 2000). L’Afrique du Nord

est considérée comme centre secondaire d'aprés la classification de I’espece (Feldman, 2001).

1.4. Cycle de vie du blé dur :

Le cycle évolutif du blé se divise en trois grandes périodes, la période de végétation, la

période de reproduction, et la période de maturation (Tableau 1V).

Tableau IV: Cycle de développement du blé (Jacques, 1970).

Périodes

Périodede
végétation

Période de
reproduction

Période de
maturation

Phase

Germination —
Levee

Levée — tallage

Tallage —
Montaison
Montaison

Epiaison

Maturation des

ovules

Maturité

Phénomeéne
Sortie de la premiere feuille
3 feuilles, 5-6 racines primaires, Formation du plateau

tallage, Développement des racines secondaires,
Application de la premiéreébauche d’épillet

Formation des tallesherbacées

Formation de matiére séche et talles épis

Différenciation des stigmates, Organisation détaillée
des épillets, Fécondation — floration

Grossissement des grains, Jaunissement de la plante,
Elaboration de matiére seche

Gonflement du grain, dessiccation, récolte
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2. Présentation du matériel chimique :

Les nanoparticules retenues pour la réalisation de cette expérimentation sont : les

nanoparticules d’oxyde de fer (Fe203) et d’oxyde cuivre (CuO) (Figure 2).

Figure 2: Poudres de NPs de Fe;O3 (A) et CuO (B).

Les oxydes de fer et de cuivre nanométriques ont été élaboré au Laboratoire de Chimie
des Matériaux de 1’Université Badji Mokhtar Annaba, ils sont respectivement de tailles de 30

et 25 nm.

3. Protocole expérimental :
3.1. Mise en suspension des NPs :

En vue de leur utilisation pour les tests biologiques, les nanoparticules de Fe.O3
etCuO sont mises en suspension dans de 1’eau distillée (pH 5,5). Pour la réalisation de I’essai
nous avons choisi quatre concentrations de NPs, a savoir : 25, 50, 75 et 100 mg/L (les mémes
concentrations ont été utilisés pour les deux types de nanoparticules). La dispersion des
nanoparticules dans 1’eau est réalisée grace a un agitateur magnétique. L’agitation sert a briser
les liaisons faibles entre les particules.

3.2. Préparation des graines de blé :

Les graines de ble dur sont désinfectées dans une solution d’hypochlorite de sodium a
5% pendant 10 minutes pour éliminer toute contamination fongique, puis rincées
abondamment a I’eau distillée. Les graines sont méticuleusement choisies avant leur
utilisation, elles doivent étre saines, et ne présentent aucune maladie (pas de cassures ni signes
apparents de maladies). Pour faciliter et homogénéiser leur germination, les graines sont

placées pendant une nuit dans de I’eau distillée (Alayat, 2015).




Matériel et méthodes

3.3. Conduite de I’essai et traitements :

Pour évaluer I’effet des deux nanoparticules choisies sur la germination des graines de
blé dur nous avons effectué un essai en boites de pétri servant a I’étude des paramétres
germinatifs et morphométriques. Les graines de blé dur sont mises a germer dans des boites
de pétri tapissées de papier filtre a raison de 10 grains par boites (Meksem et al., 2007). Le
traitement par les différentes concentrations (25, 50, 75 et 100 mg/L) des deux nanoparticules
est réalisé par ’arrosage quotidien des boites de pétri par un volume de 8ml/boite pour chaque
solution filles préparée (le témoin est arrosé par de I’eau distillée), pendant 8 jours. Les
graines sont cultivées sous conditions contr6lées avec une photopériode lumiére/obscurité de

16/08 heures, et des températures comprises entre 20-25°C. Pour chaque concentration des

deux nanoparticules, trois répétitions sont effectuées (Figure 3).

Figure 3 : Dispositif expérimental de I’essai avant et aprés ’arossage (culture en boite de

pétri).




Matériel et méthodes

4. Paramétres étudiés :

Les parametres retenus pour évaluer I’effet des nanoparticules d’oxydes métalliques
sur les graines de blé au cours et aprés la germination sont appréciés a travers certaines

mesures :
4.1. Mesure des parametres germinatifs :

4.1.1. Taux de germination :

Le taux de germination est déterminé a la fin de I’essai (apres 8 jours) a partir du
nombre total des graines (NT) mises en germination et le nombre total de graines germées
(NI). 1l s’exprime en (%) selon la formule suivante (Ahoton et al., 2009) :

TG(%) = (NI/NT) x 100

Les graines sont considérées comme ayant germées quand leurs racines atteignent 2

mm de longueur (Ben-Hamouda et al., 2001).

412.C

Il s’agit de calculer chaque jour la vitesse de germination sous les différentes
concentrations de nanoparticules. Elle est exprimée par le nombre de graines germeées a 24,
48, 72, ....... , 192 h aprés le début de I’expérience. La vitesse de germination est d’une
importance majeure, car elle permet de prévoir la vigueur des plantules durant le processus de

germination. Elle est donnée par la formule suivante (Mazliak, 1998) :

Cinétique de germination = (nombre de graines germées le 1°" jour/1)+(nombre de

graines germées/2) +........+ (nombre de graines germées le n°™ jour/n) (Mazliak, 1998)

La mesure des parametres morphométriques a été réalisée a la fin du traitement (apres
8 jours).

4.2.1. Longueur moyenne des racines :

Les paramétres d’élongation racinaire sont déterminés sur des germinations en
présence ou non des nanoparticules. La longueur des racines de chaque plantule est mesurée a
I’aide d’une régle graduée pour chaque traitement. Nous retenons la longueur maximale pour

chaque graine.
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4.2.2. Longueur moyenne des coléoptiles :

La longueur de la coléoptile de chaque plantule issue de la germination est mesurée
pour chaque traitement. Nous procédons ensuite au calcul de la moyenne pour chaque boite de
pétri.

4.3. Mesure des parametres physiologiques :

4.3.1. Dosage des chlorophylles et des pigments caroténoides :

Pour le dosage des pigments photosynthétiques, un essai de 14 jours a été réalisé dans
des boites de pétri. Les graines de blé témoins et traitées ont été arrosées pendant la premiere
semaine (7 jours) avec de I’eau distillée. A partir du 8™ jour, un arrosage par les
concentrations croissantes de nanoparticules d’oxydes de Fe2O3 et CuO a éte réalisé. A la fin
du traitement, les plantules ont été récuperees pour servir au dosage des chlorophylles et des
pigments caroténoides. L’extraction des chlorophylles et des caroténoides est effectuée selon
la méthode de Holden (1975), qui consiste en une macération du végétal dans de 1’acétone.

Le traitement des échantillons se fait comme suit :

On pése 1 g de feuilles de blé coupées en petits morceaux et broyées dans un mortier
avec 25 ml d’acétone a 80% et une pincée de bicarbonate de calcium (CaCOs). Apres le
broyage total, la solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires afin d’éviter

I’oxydation des chlorophylles par la lumiére.

La lecture se fait aux trois longueurs d’onde 663 nm, 645 nm et 470 nm apres
étalonnage du sectrophotométre avec la solution d’acétone a 80%. Les teneurs en
chlorophylles totales et caroténoides, sont exprimées en mg/g de PF. Les équations ci-dessous

nous permettent de calculer les valeurs des chlorophylles (Arnon, 1949):

Chla= 12,7XDO¢s3 - 2,69XD0Os4s
Chl b = 22.9XD0g4s5 - 4,68XD0Ogs3
Cha+b = 20,2xD0QOe45 + 8.02XDO¢63

La teneur en caroténoides a été calculée selon 1’équation suivante :

C = 1000 x DO470-1,90Chl a- 63,14 chl b/214
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5. Etude statistique :

Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse statistique grace au logiciel Minitab
(Version 14.0). Pour chaque parametre mesuré, trois répétitions ont été analysées (n=3). Une
analyse de la variance a un critéere (concentration) et a deux criteres de classification
(concentration, temps) a été effectuée en utilisant le test ANOVA. Les moyennes des groupes
témoins et traités ont été comparées deux a deux en utilisant le test t de Student. Les
différences sont considérées comme significatives lorsque p < 0,05 (*) ; hautement
significatives lorsque p < 0,01 (**) et trés hautement significatives lorsque p < 0,001 (**%*).
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1. Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe.Os) et de cuivre (CuQO) sur les
parameétres germinatifs :
1.1. Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe2Os3) et de cuivre (CuO) sur le taux de
germination apres 8 jours de traitement :
L’effet des nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre sur le taux de germination des

graines de blé dur aprés 8 jours d’exposition est représenté dans la figure (4).

Nous constatons que le taux de germination des graines de blé dur tend a diminuer de
maniére dose-dépendante et inversement proportionnelle aux concentrations croissantes de
nanoparticules. Ainsi, chez les graines traitées par la concentration 25 mg/L de NPs d’oxyde
fer, aucune différence significative (p > 0.05) n’a été notée, par contre chez les traitées par la
méme concentration de NPs d’oxyde de cuivre, une diminution significative (p < 0.05) a été
enregistrée. Parallelement, nous notons des réductions hautement significatives (p < 0.01) du
pourcentage de germination chez les graines traitées par la concentration 50 mg/L des deux
NPs, ol nous enregistrons des taux de I’ordre de 63 et 40 %, pour les nanoparticules de Fe,O3
et de CuO, respectivement. Concernant les graines traitées par les concentrations 75 et 100
mg/L, nous notons des diminutions trés hautement significatives (p < 0.001) pour les deux
nanoparticules testées, et ce par rapport aux témoins. En effet, les taux de germination sont
estimés a environ 56 et 30% pour les graines traitées par la concentration 75 mg/L et
diminuent jusqu’a 53 et 16% chez les traitées par la plus forte concentration (100 mg/L) des
NPs de Fe;Os et de CuO, respectivement, alors que chez les graines témoins ce taux est

estimé a environ 95%.

L’analyse de la variance a un critére de classification révele un effet concentrations trés

hautement significatif pour les deux nanoparticules (p < 0.001).
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Figure 4 : Effet des nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre sur le taux de germination des

graines de blé dur apres 8 jours d’exposition.
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1.2. Effet des nanoparticules d’oxydes fer (Fe>O3) et de cuivre (CuO) sur la cinétique

de germination :

La figure ci-dessous représente 1’effet du traitement par les nanoparticules d’oxydes de
fer (A) et de cuivre (B) sur la cinétique de germination du blé dur.

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que le traitement affecte négativement
la cinétique de germination des graines de blé, et ce a travers un ralentissement du processus
de germination, en fonction des concentrations croissantes des deux nanoparticules. Ainsi,
nous relevons que la germination commence a partir de la 24°™ h de 1’essai pour toutes les
concentrations des deux nanoparticules avec des valeurs qui diminuent de maniére dose-
dépendante et trés hautement significative (P < 0,001), par rapport aux témoins, a ’exception
des graines exposées a la plus forte concentration (100 mg/L) des NPs de CuO qui
commencent a germer a partir du 2°™ jour de I’essai o0 nous notons une réduction
considérable de la capacité germinative. Les pics de germination sont observés au 5™ jour de
I’essai avec une moyenne d’environ 9 graines pour les lots témoins contre environ 5 graines
pour les lots traites par les deux plus fortes concentrations (75 et 100 mg/L) des NPs de Fe>O3
et environ 2 graines pour les traitées par les mémes concentrations de NPs de CuO. A partir
du 5°™ jour et jusqu’a la fin de ’essai, nous remarquons une stabilisation du nombre de
graines germées pour tous les lots témoins et traités par les NPs de Fe>Oa. Il est a noter que
I’arrét de la germination apparait plus précocement (au 4™ jour) pour les NPs de CuO, ce qui

indique I’intensité de I’effet toxique de ces nanoparticules.

Le traitement des résultats par I’analyse de la variance a deux critéres de classification
révele un effet temps et un effet concentrations trés hautement significatifs (P < 0,001), et un

effet interaction temps / concentrations non significatif (p < 0,05).

.
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germination des graines de blé dur.

Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (A) et de cuivre (B) sur la cinétique de
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2. Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe;O3) et de cuivre (CuO) sur les

parameétres morphométriques :

2.1. Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe:O3) et de cuivre (CuO) sur la

longueur moyenne des racines :

La figure (6) met en évidence I’effet des nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre

sur la longueur moyenne des racines de blé dur aprés 8 jours de traitement.

Nous constatons une diminution dose-dépendante de la longueur moyenne de racines
des graines traitées par les concentrations croissantes d’oxydes de fer et de cuivre, par rapport
aux témoins. Cette diminution est significative (p < 0.05) chez les lots traités par la
concentration 75 mg/L des deux NPs et la concentration 100 mg/L des NPs de Fe»Os
uniquement. Une diminution (p < 0.05) significative a été également notée chez les lots traités
par les concentrations 25 et 50 mg/L de NPs de CuO. Cependant, aucune différence
significative (p > 0.05) n’a été enregistrée chez les traités par les mémes concentrations
concernant I’oxyde de fer. Par ailleurs, le traitement des graines par la plus forte concentration
(100 mg/L) des NPs de CuO a révélé une réduction hautement significative (p < 0.01) ou nous
notons une longueur moyenne des racines d’environ 0.43 cm, comparativement a celle des
témoins qui est de I’ordre de 5.52 cm. Chez les graines traitées par la méme concentration

(100 mg/L) de NPs de Fe;O3 1I’élongation des racines est d’environ 3 cm.

L’analyse de la variance a un critére de classification révéle un effet concentrations

trés hautement significatif pour les deux nanoparticules (p < 0.001).
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Figure 6 : Longueur moyenne des racines (en cm) des graines de blé dur témoins et traitées

par les nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre aprés 8 jours d’exposition.
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2.2. Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe.Oz) et de cuivre (CuO) sur la
longueur moyenne des coléoptiles :

Les résultats relatifs a 1’effet des nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre sur

I’élongation des coléoptiles sont représentés dans la figure ci-dessous.

Nous constatons une diminution dose-dépendante de la longueur moyenne des
coléoptiles chez les lots traités par les deux nanoparticules par rapport aux lots témoins. Cette
réduction est significative (P < 0,05) pour la concentration 50 mg/L et hautement significative
(P < 0,01) pour les deux plus fortes concentrations de NPs de Fe;Os. Parallelement, une
diminution tres hautement significative (P < 0,001) a été enregistrée chez les lots traitées par
les NPs de CuO, comparativement aux témoins, et ce pour toutes les concentrations testées.
En effet, la longueur moyenne des coléoptiles passe d’environ 8 cm chez les lots témoins a
3.3 et 1.02 cm chez ceux traités par la concentration 75 mg/L des nanoparticules d’oxydes de
fer et de cuivre, respectivement et atteint des valeurs de I’ordre de 3.12 et 0.33 cm pour la plus
forte concentration (100 mg/L). Il convient de noter que la diminution de la longueur
moyenne des coléoptiles observée chez les lots traités par la plus faible concentration (25
mg/L) des NPs de Fe,Oz est non significative (p > 0.05).

L’analyse de la variance a un critére de classification révéle un effet concentrations

trés hautement significatif pour les deux nanoparticules (p < 0.001).

B NPs de Fe203
H NPs de CuO

Longueur moyenne des coléoptiles
(cm)
o - N w D wu ()] ~ 0] o
1

Témoin 25 50 75 100

Concentrations (mg/L)

Figure 7: Longueur moyenne des coléoptiles (en cm) de graines de blé dur témoins et traitées

par les nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre apres 8 jours d’exposition.
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3. Effet des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe2Os3) et de cuivre (CuO) sur la synthese

des pigments photosynthétiques :

Le tableau V regroupe I’ensemble des résultats concernant I’effet des nanoparticules

d’oxydes de fer et de cuivre sur la synthése de la chlorophylle et des caroténoides au niveau

des feuilles des plantules de blé dur.

Tableau V: Effet des nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre sur

chlorophylle a, b, a+b et en caroténoides.

la teneur en

Concentrations | Chlorophylle Chlorophylle Chlorophylle | Caroténoides
(mg/L) a(mg/g MF) | b (mg/g MF) atb (mg/g (mg/g MF)
MF)

Témoin 550+1,34 10,24 + 0,49 15,75 £22,14 6,51 + 2,50

25 6,66 £ 0,47 12,13 +1,58 18,79 £1,91 6,76 £1,1

Traitement 50 6,82+ 0,797 14,2040,47** 21,03£1,27* 7,5+2,02
par le NPs
d’oxyde de

fer 75 6,91+ 021 | 1506+2,18%* | 21,98+2,1% | 7,74%116

100 9,16 £1,5* 17,87 £ 0,9** 27,04+1,94** 8,31+£0,4

25 8,23 £0,98 13,67 +£0,26** | 21,9 +1,14** 9,99+22

. 50 8,67 +1,29 16,14 + 0,4*** 24,82+0,93** 9,75+ 2,61
Traitement
par les NPS

d’o_xyde 75 8,79 £1,57 + Fxk + *x 8,33+1,31

cuivre 79t 1, 16,82+0,28 25,61+1,78 331,
100 10,02 £0,27* | 18,90 +0,7*** | 28,93+0,54** | 7,71+ 0,27
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Nos résultats montrent une augmentation des teneurs en chlorophylle a, b, a+b et en
caroténoides des feuilles de plantules traitées par rapport a celles témoins. Concernant la
teneur en chlorophylle a, cette augmentation n’est significative que chez les traitées par la
plus forte concentration (100 mg/L), ou nous enregistrons des valeurs de I’ordre de 9.16 et
10.02 mg/g de MF pour les NPs d’oxydes de fer et de cuivre, respectivement. En revanche
chez les lots témoins, la teneur en chlorophylle a ne dépasse pas 5.5 mg/g de MF.

Quant aux teneurs des chlorophylles (b et a+b), des différences hautement
significatives (p < 0.01) et trés hautement significatives (p < 0.001) ont été enregistrées
surtout pour les concentrations 50, 75 et 100 mg/L des deux nanoparticules. En effet, le taux
de chlorophylle b passe d’une valeur de 10.25 mg/g de MF chez les témoins, a environ 15 et
18 mg/g de MF dans les feuilles de plantules traitées par les deux plus fortes concentrations
(75 et 100 mg/L) des NPs de Fe;Os. Chez les lots traites par les mémes concentrations (75 et
100 mg/L) des NPs de CuO, nous avons enregistré des valeurs respectives d’environ 17 et 19
mg/g de MF.

D’autre part, le traitement par les NPs de Fe.Oz et de CuO a induit une hausse de
I’ordre de 71.68 et 83.68% chez les lots exposés a la plus forte concentration (100 mg/L),

respectivement, par rapport aux témoins.

En ce qui concerne les pigments caroténoides, aucune différence significative n’est observée

apres traitement par les differentes concentrations des deux nanoparticules (p > 0.05).

L’analyse de la variance a un critére de classification révele un effet concentrations
hautement significatif (p < 0.01) pour la chlorophylle a, trés hautement significatif (p < 0.001)
pour les chlorophylles b et (a+b) et un effet non significatif (p > 0.05) pour les pigments

caroténoides, et ce pour les deux nanoparticules testées.

Il convient de signaler que les effets des deux nanoparticules testées dans notre travail
sont plus significatifs pour les traitements par I’oxyde de fer qu’en cuivre, et ce pour tous les

parametres étudiées.

.






Discussion

Le développement et ’utilisation des nanoparticules dans divers procédés domestiques
et industriels ont extrémement augmenté au cours de ces derniéres années. En effet, le
caractere innovant et la grande efficacité de ces matériaux réside aussi bien dans leur nature
chimique que dans leur taille nanométrique. Celles-ci leurs conféerent des propriétés physico-
chimiques exceptionnelles, offrant des possibilités illimitées de progrés scientifiques et
technologiques révolutionnaires. lls sont ainsi employés dans de nombreux domaines tres
variés, tels que la médecine, la biologie, la chimie, 1’électronique, la mécanique, I’ingénierie,
ou encore I’informatique, et sont principalement présents dans plus de 1800 produits de

consommation courante (Xiao et al., 2008 ; Aguilar, 2013 ; Bour, 2015).

Cependant, I’utilisation grandissante de ces nanomatériaux suscite aujourd’hui tant
d’interrogations et de craintes du fait du sérieux manque d’informations quant a leur devenir
et leur toxicité potentielle aussi bien sur la santé humaine qu’environnementale (Sajid et al.,
2015). Les raisons de cette inquiétude scientifique sont basées sur la méconnaissance des

interactions existantes entre ces nanoparticules et les systemes biologiques (Simonin, 2015).

Afin de mieux répondre aux interrogations soulevées par I’utilisation croissante des
nanoparticules, la nanotoxicologie se développe parallelement aux nanotechnologies, et vise a
¢tudier la toxicité sur les systémes vivants et ’environnement. La nanotoxicologie a non
seulement pour objectif de développer des modéles d’études pour connaitre les facteurs
influencant la fréquence et la gravité des effets biologiques des nanoparticules, mais

également de caracteériser ces effets biologiques (Triboulet, 2013 ; Kurtz-Chalot, 2014).

La toxicité des NPs d'oxydes de fer (Fe203) et de cuivre (CuO) a été évaluée dans de
nombreux modeles cellulaires et par diverses méethodes (Alberts et al., 1983 ; Karlsson et
al., 2009; Midander et al., 2009;Yang et al., 2017). Les nombreuses études tentant d’établir
une relation dose/réponse ont révélé ’importance de la taille des NPs et/ou de leur surface,

qui influencent grandement leur toxicité.

Sur la base de plusieurs travaux scientifiques réalisés, il est évident que la plupart des
nanoparticules sont toxiques pour les plantes a haute concentration (Etxeberria et al., 2006 ;
Ma et al., 2010 ; Dietz et Herth, 2011).Dans ce contexte, notre étude a pour objectif
d’évaluer les effets de deux nanoparticules d’oxydes métalliques (Fe2O3z et CuO) sur une
variété de blé dur (Tritucum durum : variété Siméto), qui constitue la base de I’alimentation
algérienne d’ou sa grande consommation. Pour cela, nous avons évalué différents parametres

(germinatifs, morphométriques et physiologiques).

.



Discussion

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de ’effet des deux
nanoparticules sur la germination du blé dur en mesurant le pourcentage et la cinétique de

germination.

La germination ou I’embryogénese tardive, représente la premiére phase du
développement d’une plante (Tourte et al., 2005), dans laquelle la graine retourne a la vie
active aprés une période de dormance. Lors de la germination I’embryon augmente de volume
par I'utilisation de I’énergie provenant de I’oxydation des réserves sous I’influence de 1’action
des différentes enzymes hydrolasiques, qui dégagent progressivement les enveloppes qui
I’entourent, ce qui permet la sortie de la coléoptile et des radicelles. Dans cette phase la graine
a besoin de conditions externes et internes favorables pour un développement normal. En effet
la présence de xénobiotiques peut fortement affecter le processus de la germination (Theron,
1964 ; Meyer et al., 2004).

Nos résultats montrent que les nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre ont exercé
un effet négatif sur le processus germinatif, ce qui s’est traduit par une diminution du
pourcentage et de la cinétique de germination. En effet, I’inhibition de la germination des
graines de blé peut étre due a la capacité de ces nanoparticules a se lier aux groupements
spécifiques de certains acides aminés, ce qui entrainerait une inhibition de I’activité des
enzymes essentielles (Ferfar, 2017). Selon Prado et al. (2000), la diminution du taux de
germination est due a un processus de dormance osmotique développé sous des conditions de
stress, représentant ainsi une stratégiec d’adaptation, a [’égard des contraintes
environnementales. Les résultats obtenus dans notre travail sont en accord avec ceux de Alam
et al. (2015) et Woo-Mi et al. (2008) qui ont mis en évidence une inhibition de la
germination et de la croissance des plantes de blé aprés exposition aux fortes concentrations
des NPs de fer et de cuivre, respectivement. Les mémes constatations ont été rapportées par
Benali et Bouguettaia (2020) qui ont étudié I’effet de différentes concentrations de NPs de
ZnO sur la germination du blé tendre« Triticum aestivum ». Ces auteurs expliquent la raison
de la diminution de la germination a des concentrations élevées par l'augmentation de
I'absorption et de I'accumulation des NPs a la fois dans I'espace extracellulaire et a I’intérieur
des cellules, entrainant ainsi une réduction de la division et 1’élongation cellulaires et
I'inhibition des enzymes hydrolytiques impliquées dans la mobilisation des réserves au cours

du processus de germination des graines.

-
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Plusieurs travaux ont contrairement rapporté un effet stimulateur de la germination des
plantes aprés exposition a différentes nanoparticules (NPs de fer, de cuivre de silice et de
zinc)(Briatet al., 2007 ; Alam et al., 2015 ;Liu et al., 2015 ; Paparella et al., 2015 ; Rui et
al., 2018 ;Gavrish et al., 2019 ; Benali et Bouguettaia, 2020). Selon Soybean (2002) ; Nel
et al. (2006) ; Konate et al. (2017), la phytotoxicité des NPs dépend des concentrations
utilisées. En effet, a faibles concentrations, les NPs d’oxydes métalliques de fer, de cuivre et
de zinc sont susceptibles d’activer les processus physiologiques et biochimiques (ex: la
stimulation de la biosynthése de la chlorophylle) des plantes affectant favorablement leur

germination et leur croissance.

D’autre part, nos résultats montrent également que les nanoparticules d’oxydes de fer
et de cuivre ont réduit 1’élongation des racines et des coléoptiles des plantules de blé dur. Ceci
est en accord avec les résultats de Thakur et al. (2021) qui ont rapporté une diminution de la
longueur des racines et des coleoptiles de blé tendre Triticum aestivum sous I’effet des NPs de
Cu. Cette réduction pourrait étre due, d’une part, & une perturbation de la biosynthése
hormonale, en particulier des auxines, qui favorisent la dégradation des réserves des semences
nécessaires a la germination et a la croissance, et d’autre part, a une mort cellulaire qui
entraine automatiquement une reduction du developpement (Banik et Luque, 2017). Des
résultats similaires ont été également obtenus par Ma et al. (2010) concernant I’effet des NPs

de TiO2 et ZnO sur la germination et I’élongation des racines de blé tendre Triticum aestivum.

Donc, d’une maniére globale, les NPs d’oxydes de fer et de cuivre semblent affecter la
germination, la croissance et la morphogénése des plantes, en perturbant de tres nombreux

mécanismes physiologiques, entrainant un nanisme des plantes (Woo-Mi et al., 2008).

Dans un second temps, nous nous sommes intéresses a l'étude des effets des
nanoparticules d’oxydes de fer et de cuivre sur la teneur en pigments photosynthétiques
(chlorophylles et caroténoides).En effet, les teneurs en chlorophylles et en caroténoides, sont
des parametres susceptibles de nous indiquer un éventuel stress, car considérées comme

biomarqueurs de la toxicité chez les végétaux (Dewez et al., 2007).

La quantité de la chlorophylle des feuilles, peut étre influencée par beaucoup de
facteurs tels que I'age des feuilles, la position des feuilles et les facteurs environnementaux
(lumiere, température et disponibilité en eau...) (Hikosaka et al., 2006). Plusieurs auteurs
rapportent une dégénération fréquente de la quantité de chlorophylles chez les plantes

exposées a différentes concentrations de nanoparticules métalliques (An et al., 2008; Ren et




Discussion

al., 2011 ; Arora et al., 2012 ; Chiahi et al., 2016 ). D’aprés nos résultats, nous constatons,
au contraire, une augmentation des taux de chlorophylle a, b et a+b des feuilles traitées par
rapport a celles témoins. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Karoun et al.
(2011) et Sébastien et al. (2018)qui ont rapporté une augmentation du contenu chlorophyllien
chez plusieurs espéces végétales, ce qui indique une stimulation de la photosynthese. De plus,
Schehata et al. (1999) et Devriese et al. (2001) rapportent une augmentation des teneurs en
chlorophylles en présence de métaux ainsi que d’autres xenobiotiques. Ceci pourrait
s’expliquer soit par le fait que les concentrations de cuivre et de fer, oligoéléments
indispensables a plusieurs cycles vitaux de la plante particulierement la photosynthese,
restent insuffisantes pour provoquer un stress oxydant, soit que les plantes, au début du stress,
vont activer leur métabolisme pour maintenir 1’homeéostasie de la cellule d’ou I’augmentation
des teneurs en chlorophylles. Selon Mahakham et al. (2016), 1’augmentation du taux de
chlorophylle en présence des nanoparticules pourrait étre due a une forte accumulation d’eau
et de nutriments, ce qui entraine une augmentation des performances physiologiques des

plantes cultivées.

Parallelement, nos résultats montrent aussi une augmentation de la teneur en
caroténoides. Les mémes résultats ont été rapportés par Chiahi et al. (2016) quiont étudié
I’effet des NPs de ZnO sur trois variétés de blé dur (Boussallem, Gtadur et Ouarsenis).
D’aprés ces auteurs, les caroténoides sont parmi les antioxydants non enzymatigues,
I’élévation du taux de ces pigments indique alors que les plantules de blé subissent un
déséquilibre au niveau de la balance Red-Oxe (surproduction des espéces réactives de
I’oxygéne « ERO »), ce qui provoque une augmentation du taux des caroténoides afin

d’éliminer le stress causé par ces ERO (Chiahi et al., 2016).

Il convient de noter que les effets toxiques observes dans cette étude sont plus
significatifs concernant le traitement par les NPs d’oxyde de cuivre en comparaison avec
celles d’oxyde de fer aux mémes concentrations. Cela pourrait étre di, comme ont suggéré
Simon-Deckers et al. (2009), que la phytotoxicité des NPs métalliques varie non seulement
en fonction de leur type et leur taille, mais dépend également de leur composition, leur état
d’agglomération, les propriétés et ionisation de leur surface. En effet, la taille des NPs
d’oxyde de cuivre utilisés dans notre travail est plus petite (25 nm) que celle des NPs d’oxyde
de fer (30 nm), ce qui pourrait expliquer leur forte toxicité. Ainsi, plus les NPs sont petites,
plus leur surface réelle, ou surface spécifique (c’est-a-dire le rapport de la surface sur leur

masse), est grande, plus elles sont solubles dans I'eau, et plus leur capacité a réagir avec les
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systemes biologiques est importante. Donc, il semble évident que la taille nanométrique soit
un élément important de la toxicité des nanoparticules (Karlsson et al., 2009; Midander et
al., 2009). De plus, Yasmeen et al. (2015) concluent dans leurs études sur la germination du
blé tendre « Triticum aestivum » apres exposition aux NPs, que les NPs de fer avaient un effet
stimulateur, tandis que celles du cuivre avaient un effet inhibiteur de la germination des
graines et de la croissance des plantules. Cela confirme nos constatations & propos de la forte

toxicité des NPs d’oxyde de cuivre par rapport a celles du fer.







Conclusion et perspectives

Les nanoparticules ont été récemment exploitées dans le systéme agricole, mais elles
posent toujours des défis aux chercheurs en raison de leur taille, de leur toxicité, de leur

réactivité avec les facteurs environnementaux et vis-a-vis des systemes biologiques.

A cet égard, la présente étude révele les effets toxiques des nanoparticules d’oxydes de
fer et de cuivre a différentes concentrations (25, 50, 75 et 100 mg/L) sur I’ensemble des
paramétres germinatifs, morpho-métriques et physiologiques du blé dur « Triticum durum ».
D’une maniére générale, la phyto-toxicité de ces NPs s’est manifestée par une réduction du
pouvoir germinatif, a travers une diminution du pourcentage et de la cinétique de germination,
ainsi qu’une diminution de I’¢longation racinaire et des coléoptiles. D’autre part, le traitement
par ces deux NPs semble stimuler la photosynthése, a travers 1’augmentation des teneurs en
pigments photosynthétiques (chlorophylles a, b, a+b et caroténoides). Il est évident, a partir
des résultats obtenus, que les NPs d’oxyde de cuivre sont plus toxiques que ceux du fer,

probablement en raison de leur petite taille.

Notre travail reste préliminaire et doit étre approfondi, il serait donc intéressant de :

- Réaliser des essais avec une batterie de concentrations moins faibles pour pouvoir
déterminer la concentration optimale permettant d'améliorer le pouvoir germinatif
des graines.

- Etudier D’effet de ses nanoparticules sur d’autres variétés de céréales afin de
déterminer la variabilité des réponses et les degrés de tolérances de celles-ci.

- Réaliser le dosage de certains biomarqueurs du stress oxydant (GSH, GST, CAT,
GPX, APX,...) afin de mieux comprendre les mécanismes d’action toxiques a une
échelle subcellulaire.

- Réaliser des coupes histologiques au niveau des racines afin de localiser les sites
d’accumulation de ces NPs et de mieux caractériser les Iésions engendrées au niveau

tissulaire.
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