ETUDE DE L'INFLUENCE DE TROIS ECOTYPES DIFFERENTS
(BLIDA, DJELFA ET M'SILA) SUR LA VARIATION DES
PARAMETRES PHYSIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES DU
ROMARIN ROSMARINUS OFFICINALIS L.

MOUAS Yamina', DJEMAL
Hanane', MEGDAD Fouzi,
BENREBIHA Fatma Zohra'

1. Laboratoire de recherche
en Biotechnologie des
Productions Végétales,
Département des
Biotechnologies, Université de
Blida 1. B.P. 270, route de
Soumaa, Blida, Algérie. Email
:aminaagro@outlook.com

Recu le 22 novembre 2015,
accepté le 5 janvier 2016

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est une plante médicinale
originaire du bassin méditerranéen qui pousse a l'état sauvage. Ses
caractéristiques morphologiques et physiologiques font d'elle une espéece bien
adaptée aux conditions climatiques semi-aride et arides. Elle est utilisée en
médecine traditionnelle et rentre dans l'industrie pharmaceutique. Dans cette
étude nous avons étudié l'influence du facteur région sur certains parametres
physiologiques et biochimiques du romarin. Pour cela nous avons choisi trois
zones d'étude : Blida, Djelfa et Msila, appartenant a des climats différents
(humide, semi-aride et aride). Les paramétres que nous avons étudiés a savoir : la
chlorophylle (a et b), la proline, et les sucres solubles ; nous ont permis de vérifier
l'existence d'une corrélation entre la variation des conditions climatiques et la

réponse des écotypes.

Mots clés : Chlorophylle totale, proline. Rosmarinus officinalis L., sucres
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L'Algérie avec sa diversité de climats
et de sols, sa situation géographique et
ses reliefs, présente une flore de 3 510
especes dont 450 espéces sont
répertoriées dans les hauts plateaux et
le grand sud du pays [1]. La flore
médicinale naturelle est relativement
abondante et compte plus de 300
especes utilisées en médecines
traditionnelle [2].

Les changements climatiques
deviennent de plus en plus contr-
aignants pour la croissance et le
développement des plantes, ou la
sécheresse a conduit au processus de
salinisation des sols [3][4]. Ces deux
contrainte (sécheresse et salinité) ont
modifié la stabilité des écosystémes
[5] et afin de préserver et d'améliorer
les sols de ces régions, la valorisation
des espéces spontanées (fourrageéres
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et médicinales) connues pour leurs
tolérances a la sécheresse et a la
salinité telle que le romarin, s'avere
indispensable.

Le but de ce travail est d'étudier
l'influence du facteur région sur
certains parametres physiologiques et
biochimiques du romarin. Ces
parameétres sont considérés comme
des marqueurs a la réponse a tout
changement des conditions environ-
nementales par la modification de la
production des molécules impliqués
dans le rétablissement de 1'homé-
ostasie cellulaire ; a savoir la
chlorophylle (a et b) et les molécules
d'osmorégulation (proline et sucres
solubles). Pour cela nous avons choisi
trois régions d'études : Blida, Djelfa et
Msila appartenant a des étages
bioclimatiques différents : humide,
semi-aride et aride.



Le matériel végétal utilisé est formé
par des rameaux des sommités de
romarin. Pour chaque région d'étude
on a pris au hasard des arbustes
sains, sur lesquels on a pratiqué
I'échantillonnage qui a été effectué
durant le printemps (15-20 Avril
2014). Les rameaux coupés sont les
jeunes pousses de I'année. L'objectif
de ce travail est ['étude des
variations de certains parametres
physiologiques et biochimiques du
romarin des trois régions Djelfa,
Blida et Msila.

Chd afpg s ME) =

Chl b(uy’ e MF) =

1. Parametre physiologique

L'activité physiologique d'une
plante soumise a un stresse (salin ou
hydrique) se caractérise par une
diminution de l'activité photo-
synthétique.

Le dosage de la chlorophylle est
réalisé selon la méthode de Francis
6, qui consiste en une macération de
100 mg de feuilles dans 10 ml d'un
mélangé de l'acétone et de 1'éthanal
(75% et 25% de volume et de 80% et
40% de concentration). Les feuilles
sont coupées en petits morceaux et
mises dans des tubes a essai fermés

et couverts par du papier aluminium
(pour éviter I'oxydation de la
chlorophylle par la lumiére). Les
tubes sont mis au repos pendant 48
heurs. Apres le repos, on proceéde a
la lecture des densités optique des
solutions a l'aide dun spectro-
photometre, a deux longueurs
d'ondes : 645 pour la chlorophylle
(a) et 663 nm pour la chlorophylle

(b).

La détermination des teneurs en
chlorophylle se réalise selon les
formules suivantes :
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Chi (a+h) (ug/gMF)= chla+ chib

Ou : V: volume solution extraite ; W : le poids de matiere fraiche de I'échantillon.

2. Parametres biochimiques

Pour surmonter un effet de stress, la
plante accumule les sucres et la
proline.

2.1. Dosage des sucres solubles

Nous avons procédé au dosage des
sucres solubles dans les feuilles du
romarin selon la méthode de Dubois
et al. 7. Elle consiste a prendre 100
mg de matiere végétale fraiche dans

2.2. Dosage de la proline

La proline est dosée selon la
technique utilisée par Troll et
Lindseley (1955) simplifiée et mise
au point par Dreiser et Goring
(1974) et modifiée par Monneveux
et al. 8. Le principe est la
quantification de la réaction proline
ninhydrine par mesure en

des tubes a essai auquel on ajoute 2
ml d'éthanol a 80 %, et on laisse les
tubes (fermés) au repos pendant
48h. Faire évaporer l'alcool en
mettant les tubes a essai dans un
bain-marie a 70°C. Apres
refroidissement, on ajoute 20 ml
d'eau distillée dans chaque tube a
essai. Prendre 1ml de la solution et
ajouter 1 ml de phénol a 5% et bien
agiter. Ajouter 5 ml d'acide

Sucres solubles (ug /g MF) =DO ,,,x1,657

spectrophotometre, la proline se
couple avec la ninhydrine en
formant un complexe coloré,
l'intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de
proline dans I'échantillon.

La méthode consiste a mettre 100
mg de matiere végétale fraiche dans
des tubes a essai et on ajoute 2 ml de

sulfurique concentré dans chaque
tube a essai puis les passer au
vortex. Laisser au repos pendant
10min puis les passer au bain marie
pendant 15 min & 30°C. Procéder a
la lecture au spectrophotométre a la
longueur d'onde de 490nm.

La détermination de la teneur des
sucres solubles est réalisée selon la
formule :

méthanol a 40%. Les tubes couverts
(pour éviter la volatilisation de
l'alcool) sont portés a 1'ébullition au
bain marie a 85°C pendant 60 min.
Aprés refroidissement, Iml de la
solution a été prélevé de chaque tube
et mis dans de nouveaux tubes aux
quel ; nous avons ajouté : lml
d'acide acétique + 25mg de
ninhydrine.
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Ensuite, on ajoute, dans chaque tube
Iml d'un mélange contenant
(120ml d'eau distillée : 300ml
d'acide acétique : 80 ml d'acide
ortho phosphorique). On porte les
tubes a essai a ébullition en bain
marie pendant 30min. Apres

1. Fluctuation des teneurs en
Chlorophylle

-~ 8
w
E [7
m i
® O
> |
W |
T #F
=
=
Q
S 3r
G
=
o
5
o
&
P

Figure 1 : Teneur en chlorophylle selon les écotypes

Les résultats montrent une
diminution de la teneur en
chlorophylle enregistrée chez les
écotypes Blida et Msila avec des
valeurs de: 2,06 pg/ g. MLF. et 1,54
ng/ g. M.F. respectivement. La
photosynthese, facteur primaire de
la production totale en matiére
végétale, constitue un meilleur
indicateur du fonctionnement
hydrique de la plante au cours d'un
déficit hydrique. La diminution de
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refroidissement des solutions on
ajoute 5Sml de tolueéne dans chaque
tube, apres agitation au vortex deux
phases apparaissent. On préleve la
phase supérieure a la qu'elle en
rajoute 5 mg de sulfate de sodium,
puis on les laisse au repos pendant

Proline (ug/gMF) = DO ,, x 0,62

Les résultats obtenus montrent que
la teneur en chlorophylle varie selon
1'écotype. D'apres les résultats nous
constatons que 1'écotype Djelfa
présente une teneur en chlorophylle

Blida Djelfa Msila

Ecotypes

la quantité de chlorophylle est lice a
la diminution de la quantité relative
en eau qui est due essentiellement, a
la réduction des échanges du CO,,
limitée par une fermeture des
stomates. Ce phénomene engendre
par conséquence la résistance de la
feuille ala diffusion du CO,.9

2. Fluctuation des teneurs en
sucres solubles

Les résultats obtenus montrent que

48h. On procede a la lecture de la
densité optique des échantillons a
l'aide d'un spectrophotometre aune
longueur d'onde de (528nm).

La détermination de la teneur en
proline estréalisée selon la formule :

plus élevée que les deux autres
¢cotypes (Blida et Msila) de 1'ordre
de:3,32 ng/g M.F. (Figurel).

la teneur la plus élevée en sucres
solubles est enregistrée chez
I'écotype Djelfa avec une valeur de
l'ordrede: 3,71 pg/ g. M.F., suivi par
1'écotype Msila avec une valeur de :
3,66 ng/ g. MLF.; tandis que la teneur
la plus faible a été enregistrée chez
1'écotype Blida avec une valeur de :
3,3 ug/ g. MLF. (Figure 2).



Ensuite, on ajoute, dans chaque tube
Iml d'un mélange contenant
(120ml d'eau distillée : 300ml
d'acide acétique : 80 ml d'acide
ortho phosphorique). On porte les
tubes a essai a ébullition en bain
marie pendant 30min. Apres

Teneur en sucres solubles (pgl gMF)

Figure 2 : Teneur en sucres solubles selon les écotypes

L'augmentation de la teneur en
sucres chez les plantes des deux
écotypes Djelfa et Msila par rapport
a l'écotype Blida peut provenir de
I'hydrolyse de l'amidon 10. Les
sucres ont un role dans l'ajustement
osmotique et ils participent
¢galement a la préservation de
l'intégrité membranaire dans les
organes desséchés ainsi qu'une
protection des protéines. 10. En
effet, les plantes du romarin des
deux écotypes Djelfa et Msila

Teneur en profine (pg/ gMF)
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peuvent seretrouver face a un stress
hydrique et salin car elles poussent
sur des surfaces séches ou on
enregistre des températures trés
¢levées et de faibles précipitations.

3. Fluctuation des teneurs en
proline

Nous avons enregistré une quantité
plus élevée en proline pour l'écotype
Djelfa comparée aux deux autres
écotypes de Blida et Msila.
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Figure 3 : Teneur en proline selon les écotypes

Msila

48h. On procede a la lecture de la
densité optique des échantillons a
l'aide d'un spectrophotometre aune
longueur d'onde de (528nm).

La détermination de la teneur en
proline estréalisée selon la formule :

D'apres les résultats, 1'écotype
Djelfa présente une teneur en
proline la plus élevée de I'ordre de :
0,86 pug/ g. M.F., comparée aux deux
autres écotypes Blida et Msila avec :
0,05 pg/ g. M.F. et 0,16 ng/ g. M.F.
respectivement (Figure 3)

L'accumulation de la proline permet
aux plantes de supporter le manque
d'eau, en maintenant leur
turgescence relative foliaire le
moins perturbée que possible et leur
intégrité cellulaire préservée 11.
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Les régions arides et semi-arides
caractérisées par une salinité des
sols, des températures trés élevée et
de faibles précipitations ; sont une
contrainte pour le développement
des plantes.

Le dosage des paramétres physio-
logiques et biochimiques des trois
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