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Résumé

Ce travail est une synthése sur I'étude de la relation entre I’effet du stress hydrique

(secheresse) et le stress oxydatif chez les plantes et surtout chez le blé dur.

L’étude s’est axée sur une bibliographie générale sur le blé et les stress oxydatif et
hydrique et surtout la relation entre ces deux-la par une synthése de certains travaux
précédents sur ce sujet, les techniques employés et leurs résultats. L’étude de ces résultats
montre une corrélation directe entre stress hydrique et stress oxydatif, par augmentation de la
production de ROS des suite a une exposition a la sécheresse, Les plantes atténuent les
conséquences de ces ROS par des antioxydants qu’elles produisent telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la peroxydase, (POD) et I'ascorbate peroxydase (APX))

et subissent de nombreux changements.

Mots clés : Stress hydrique. Stress oxydatif. Blé dur. ROS. Antioxydants.
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Abstract

This work is a synthesis on the study of the relationship between the effect of water

stress (drought) and oxidative stress in plants and especially in durum wheat.

The study focused on a general bibliography on wheat, and oxidative and water stress
and especially the relationship between these two by a synthesis of some previous work on
the subject, the techniques used and their results. The study of these results shows a direct
correlation between water stress and oxidative stress, by increasing the production of ROS
following exposure to drought, Plants mitigate the consequences of these ROS by
antioxidants that they produce such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase, (POD) and ascorbate peroxidase (APX), and undergo many changes.

Keywords: Water stress. Oxidative stress. Durum wheat. ROS. Antioxidants.
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Introduction

Les plantes méditerranéennes sont exposées a une combinaison de conditions de stress
environnemental, en particulier pendant I'été lorsque la faible disponibilité en eau se
superpose a une lumiere élevée et des températures élevées a la mi-journée (Munné-Bosch et
Pefiuelas, 2003). Dans la région méditerranéenne a climat aride ou semi-aride, 1’eau constitue
le principal facteur limitant I’extension et I’intensification des cultures céréalieres (Alem et

al., 2002).

Le blé dur (Triticum turgidum L. Var. Durum) est de loin la céréale la plus cultivée en
Algérie (Benbelkacem et Kellou, 2000). Il a toujours occupé une place tres importante dans
la ration alimentaire des algériens (Boudouma, 2009), demeure le pivot de I'agriculture, c'est
une filiére stratégique et représente un poids considérable dans I'économie agricole, en raison
de leur valeur nutritive pour les différentes couches de la population quel que soit leur niveau

de vie.

Avant les années 1830 I’ Algérie, exporte son blé au monde entier, actuellement durant
les dix dernieres années, a sept reprises, la production annuelle de cette ceréale demeure tres
insuffisante pour satisfaire la demande en constante augmentation de ce produit de large
consommation, pour cela I’ Algérie importe massivement son blé et se trouve dépendantes du
marché international pour couvrir une partie de ses besoins, cette situation risque de se
prolonger a plusieurs années, faute de rendements insuffisants et une forte évolution

démographique (In : Amrouche et Mesbah, 2017).

Les contraintes abiotiques, particulierement la sécheresse est I'un des principaux
facteurs de stress a I’origine de la faiblesse des performances de la céréaliculture algérienne
(In: Saidi, 2018). Dans les hautes plaines semi-arides de 1’Algérie, et surtout les hauts
plateaux de I’Est algérien, caractérisés par un climat de type méditerranéen ou le blé dur est
généralement cultivé (Belkharchouche et al., 2015). la sécheresse est souvent un probleme

sérieux de la production du blé (Larbi et al., 2000).

Les conséquences du stress hydrique sont essentiellement une diminution de la
croissance ainsi qu’une réduction de Iactivité photosynthétique, affectant ainsi le rendement
et provoquant la mort de la plante si le stress perdure. Le déficit hydrique induit également un

stress oxydatif avec la formation de radicaux libres (Toumi et al., 2014).
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Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme, en faveur des

premieres (Haleng et al., 2007).

Le stress oxydatif est a 1’origine de plusieurs stress abiotique (salinité, métaux lourds,
stress hydrique..), d’ou la mise en ceuvre par la cellule végétale de plusieurs systémes de
détoxification tels que les métabolites secondaires, qui jouent un rdle crucial dans la

détoxification des espéces réactives de I’oxygéne (Ait Yahia et Zemmoura, 2014).

Les especes réactives oxygéenées (ERO) peuvent engendrer des dommages importants
dans la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines,
lipides et acides nucléiques (Ait Yahia et Zemmoura, 2014). La majorité de ces espéces
réactive de l'oxygene (ERO) sont générées par l'activation de molécules d'oxygene.
L'excitation d'O entraine ainsi la formation de ROS comme l'oxygéne singulet (*O2). Les
radicaux libres superoxydes (O2), les radicaux hydroxyles (OH") et les molécules comme le
peroxyde d'hydrogene (H20:) et I'ozone (O3) sont dautres ERO tres dommageables pour les
organismes vivants (Mittler, 2002). Les espéces réactives de 1’oxygeéne ont divers effets
néfastes pour les cellules. Elles affaiblissent les membranes au niveau des lipides par
peroxydation des acides gras insaturés, dénaturent les protéines, et endommagent les hydrates

de carbone et les acides nucléiques (Asada, 1999).

L'objectif de ce travail est d'étudier la relation entre le stress hydrique (sécheresse) et
le stress oxydatif, et leurs effets sur le comportement de certaines variétés de blé dur

(T.Durum), et les différents mécanismes de tolérance et d'adaptation.

Ce travail qui était au début un travail pratique, et les imprévus (conditions majeures
due a la situation sanitaire mondiale et du pays a cause de la pandémie du COVID 19) ont fait
que les travaux dans la serre et les labos de I'université 08 mai 1945 de Guelma (comme
partout dans le pays) soient arrété et avec eux toute la pratique au sein de I’université, d’ou le

recours a une étude purement bibliographique sur ce sujet.

Ce mémoire est composé de deux parties essentiels qui seront précédés par une

introduction et se termineront par une conclusion.

ie ie, sera consacré a une revue bibliographique sur le blé dur que 'on a
Premiere partie, bibliographiq le blé¢ dur que I’

tenue a présenter et son importance ainsi que l'influence des contraintes abiotique sur son
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développement. On exposera aussi des informations sur le stress hydrique et oxydatif, et les
mecanismes de tolérance chez les plantes au stress hydrique et oxydatif.

Alors que la deuxieme partie, sera une analyse bibliographique sur des travaux
précédents qu’on a trouvé sur le théme donné en expliquant les différentes techniques utilisées
dans 1’étude et la détection du stress oxydatif chez les plantes et la relation entre stress

hydrique et oxydatif chez ces derniéres.
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I.1. L’origine de blé
1.1.1.0rigine géographique

L’histoire de I’homme et celle des plantes cultivées constituent un ensemble
d'interactions continues dans le temps et I’espace (Oudjani, 2008). Au Néolithique le passage
des premiers groupements humains de 1’état de chasseurs - cueilleurs d'une civilisation de
nomades a celle d'agriculteurs sédentarisées est le résultat de la domestication progressive de
graminées cultivées dont la plus ancienne semble étre le blé dur (Feillet, 2000).

Le blé est a I’origine la céréale des civilisations indo-européennes vivant sous climat
tempéré (Botineau, 2010). Le centre d’origine géographique du blé semble étre 1’ouest de
I’Iran, ’est de I’Irak, et le sud et I’est de la Turquie (Cook et al., 1991) (Figure 1).

Le blé vient d’Asie ; on trouve ses ancétres en Asie Mineure ou des formes plus
primitives que celles actuellement cultivées poussent spontanément ; mais il vient peut-étre de
régions asiatiques plus éloignées. 1l semble que la culture des céréales existait déja il y a 6000
ou 8000 ans, sous une forme rudimentaire, dans des régions comme la Mésopotamie ou
Kurdistan. Le blé était cultivé en Egypte 2700 ans avant 1’¢ére chrétienne, ¢’est-a-dire il y a
4700 ans (Henri, 1992). (Figure 2).

Figure 1. Localisation probable de la domestication du blé (Naville, 2005).
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Figure 2. Origine et diffusion de blé dur (Adrisson, 2019).

1.1.2. Origine génétique

Le blé constitué¢ un groupe d’espéces polyploides (In : Saidi, 2018). La méthode
d’analyse génomique, il a été clairement démontré que 1’allopolyploide a eu on role essentiel
dans I’apparition du blé dur et blé tendre (Doussinault et al., 1992). La filiation génétique des
blés est complexe et incomplétement élucidée. Il est acquis que le génome A provient de
Triticum monococcum, le génome B d’un Aegilops (bicomis, speltoides, longissima ou
searsii) et le génome D d’Aegilops squanosa (également dénommé Triticum tauschii). Le
croisement naturel T. monococcum x Aegilops (porteur du géenome B) a permis ’apparition
d’un blé dur sauvage de type AA BB (Triticum turgidum ssp. dicoccoides) qui a ensuite
progressivement évolué vers T. turgidum ssp. dicoccum puis vers T. durum (blé dur cultive).
Les blés tendres cultivés (AA BB DD) seraient issus d’un croisement, é¢galement naturel,
entre T turgidum ssp. dicoccum (AA BB) et Aegilops squarrosa (DD) (Feillet, 2000) (Figure
3).
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Figure 3. Phylogénie du blé [1].

1.2. Classification botanique et compositions du blé dur

1.2.1. Classification botanique

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre Triticum de la famille des
Gramineae (Feillet, 2000). Leur famille trés vaste, avec plus de 9500 espéces réparties en 660
genres environ, constituant par conséquent la quatrieme famille par ordre d’importance des
plantes a fleurs (Botineau, 2010). Le blé dur obeit a la classification suivante : Selon Feillet,
(2000). Et (APG 111, 2009).

Regne : Plantea

S/regne : Tracheobionta

Embranchement : Phanérogamiae
S/Embranchement : Magnoliophyta (Angiospermes)
Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida (Monocotylédones)

S/Classe : Commelinidae

Ordre : Poales (Glumiflorale) Cyperales

Famille : Poaceae (ou Graminées)

Genre : Triticum

Espéce : Triticum durum
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1.2.2. Composition du blé

Un plant de blé est composé d’un appareil végétatif et un appareil reproducteur

(Figure 4) :
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Figure 4. Morphologie du blé [2].

> Tige et Feuilles : la tige est un chaume ou talle qui est une succession de nceuds et

d’entre-nceuds qui s’allongent au cours de la phase de montaison. Les feuilles naissent

a laisselle de chaque nceud dans une disposition alternée 'une de I’autre (Ben
Mbarek et Boubaker, 2017).

% Systeme racinaire

Le blé est une plante annuelle, son systéme racinaire est fasciculé et comprend cing a

six racines primaires et nombreuses racines secondaires (Ahmadi et al., 2006).

Le systéeme radiculaire primaire, fonctionnel de la germination au début tallage, ce

systéme est constitué d’une racine principale ne restant pas longtemps fonctionnelle et est

remplacé par un systeme de racines adventices (prenant naissance sur la tige) qui assureront la
nutrition et le développement de la plante (Gefifa et Omrani, 2018).
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Systéme secondaire (racines adventives) :c’est un systéme de racines coronaires ou
systeme de racines de tallage. 1l se forme des le tallage et se substitue parallelement au
systeme séminal (Oudjani, 2008).

B. Appareil reproducteur

» L’inflorescence : le rachis, ou axe de I’épi, porte 15 a 25 épillets constitués chacun de
3 & 4 fleurs. La disposition de celle-ci fait ressortir une caractéristique d’une grand
importance ; le blé est une plante autogame ou a autofécondation, c¢’est-a-dire que la
fécondation a lieu a ’intérieur des glumelles, avant que les étamines n’apparaissent a

I’extérieur. De ce fait, la conservation de la pureté variétale sera parfaite d’une
génération a I’autre (Gefifa et Omrani, 2018).

» Le grain : Le grain de blé est un fruit sec indéhiscent (caryopse) (Barron et al., 2012).
Caractérisé par une brosse, et est parcouru en surface par un sillon longitudinal dont
le repli atteint parfois le quartier médian du grain (Germain et Armand, 1992). Ce
caryopse est formé de trois régions selon Feillet, (2000). (Figure 5).

v I’albumen : constitué de I’albumen amylacé (au sein duquel subsistent des cellules
remplies de granules d’amidon dispersé€s au milieu d’une matrice protéique et dont les
parois cellulosiques sont peu visibles) et de la couche a aleurone (80-85 % du grain)

v" les enveloppes de la graine et du fruit, formées de six tissus différents : épiderme du
nucelle, tégument séminal ou testa (enveloppe de la graine), cellules tubulaires,
cellules croisées, mésocarpe et epicarpe (13-17 %)

v le germe (3 %), composé d’un embryon (lui-méme formé du coléoptile, de la

gemmule, de la radicule, du coléorhize et de la coiffe) et du scutellum.
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Figure 5. Structure schématique d'un grain de blé (coupe longitudinale) [3].

1.3. Cycle biologique du ble

Le cycle est décomposé en période végétative, période reproductrice et une période de
maturation (Figure 6). Les modifications morphologiques résultent du processus de croissance

et du processus de développement (Zegrari, 2014).

> Période végétative : qui va de la germination aux premieres manifestations de
I'allongement de la tige principale, c'est-a-dire au début de la montée. Selon Moule,
(1971) celle-ci comprend elle-méme trois phases :
- la phase semis-levée;
- la phase levée-début tallage;
- la phase début tallage-début montée (stade A)
Selon Ahmadi et al., (2006).
v la phase semis-levée : la germination commence lorsque le grain a absorbé le
quart de son poids d’eau.
v la phase levée-début tallage : les tiges secondaires apparaissent durant cette
phase qui dure quarante a cinquante jours.
v la phase début tallage-début montée (stade A) : les tiges s’allongent mais les

épis ne sont pas encore apparents.



Partie I : Revue bibliographique

> Période reproductrice

v’ Stade montaison-gonflement : début gonflement élongation de la gaine foliaire

de la derniére feuille (Oudjani, 2008).

v Stade épiaison-floraison : les épis apparaissent puis la plante fleurit; les

étamines apparaissent une fois la fécondation terminée.

v/ Stade développement et maturation des grains : les grains acquiérent leur

forme et leur taille définitive, puis leur consistance évolue ; ils passent du

stade laiteux au stade pateux puis au stade grain dur (Ahmadi et al., 2006).

3- Trois feullles

,I

7- Néiose pollinique

of

[9-La floraison

10- Baillement

11- Grain forme

12- Epi a maturite

Figure 6. Cycle biologique de blé (Gefifa et Omrani, 2018).

10




Partie I : Revue bibliographique

1.4. Production du blé dans le monde et en Algérie
1.4.1. Dans le monde

Les céréales sont les principales sources de la nutrition humaine et animale dans le
monde. Le blé occupe la premiére place pour la production mondiale et la deuxiéme, apres le

riz, comme source de nourriture pour les populations humaines (Slama et al., 2005).

Sur le Tableau 1, il est détaillé la production de blé dur dans le monde en 1997 et 1998.
Comme on peut le constater la production des différents pays n’est pas stable, ceci en raison
du fait que cette céréale est produite dans des zones et climats trés variables, comme le bassin

méditerranéen (Morancho, 2000).

Tableau 1. Production de blé dur dans le monde en millions de tonnes (Morancho, 2000).

1998 1999
Union Européenne 8,4 7,4
Canada 6,1 4,0
Turquie 4,0 3,5
Etats-Unis 3,8 3,1
Syrie 2,6 1,5
Algérie 1,5 1,1
Maroc 1,5 0,8
Tunisie 1,1 1,2
Kazakhstan 1,0 1,5
Autres 3,0 2,5
Total 33,0 26,6

1.4.2. Dans I’Algérie

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systéeme
alimentaire et dans I’économie nationale. Cette caractéristique est percue d’une maniére claire

a travers toutes les phases de la filiere (Djermoune, 2009).

La production de blé en Algérie est caractérisée par des fluctuations tres instables. Elle
ne présente aucune tendance particuliere, mais a partir de la campagne 1994/95, elle subit une

tendance linéaire plus ou moins croissante (Figure 7). Cette tendance subite pourrait étre due a

11
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I’'une des deux raisons essentielles ; a savoir une nette amélioration de la pluviométrie ainsi
que 1’adoptions de nouvelle réformes économiques durant la période (1989-1995), dont les

répercussions se font sentir a partir de 1994 (Kherch Medjden et Bouchafaa, 2012).

Production des blés dur et tendre en Algérie
Production gggm
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Figure 7. Evolution de la production algérienne du blé dur et tendre (Kherch
Medjden et Bouchafaa, 2012).

1.5. Exigences de blé dur
1.5.1. Exigences edaphiques

Les sols qui conviennent le mieux au blé sont des sols drainés, profonds et dépourvus
de calcaire actif, un pH de 6.5 a 7.5 semble le plus convenable a la culture du blé puisqu’il

favorise ’assimilation de ’azote (Ben Mbarek et Boubaker, 2017).

1.5.2 Exigences climatiques

» Température : La température minimale de germination des graines est de 3°C,
I’optimum étant 27°C. La floraison ne peut débuter que si la température dépasse 14°C
et est optimale a 16,5°C. La maturation est optimale autour de 20°C (Agmadi et al.,
2006).

» La lumiére : La lumiere est le facteur qui agit directement sur le bon fonctionnement
de la photosynthese et le comportement du blé (Bennasseur, 2003). Le bon tallage est

garanti, si le blé est placé dans les conditions optimales d'éclairement, dont dépendent
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a la fois résistance des tiges a la verse et le rendement (Lebachiche et Benkadja,
2019).
> Eaux : les études expérimentales ont montré que le blé est exigeant en eau. En

conditions de sécheresse, 1’efficience d’utilisation de I’eau est de plus de 10 mm/ql de

blé dur (Ben Mbarek et Boubaker, 2017).
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I1. Stress

Le concept de stress général original pour les organismes vivants a été développé par
Selye (1936, 1956) et peut étre résumé dans les deux phrases suivantes: «Tous les agents
peuvent agir comme des facteurs de stress, produisant a la fois un stress et des actions
specifiques» et «ll existe des facteurs de stress spécifiques. Réponses et réponses générales
non spécifiques » (Lichtenthaler, 1996). Levitt, (1980). définit le stress comme: «Tout

facteur environnemental potentiellement défavorable aux organismes vivants».

11.1. Stress hydrique
11.1.1.Définition

Un déficit hydrique se produit lorsque 1’eau disponible pour la plante ne lui permet pas
de répondre a la demande climatique. Dans ce cas, la perte d’eau par la plante est inférieure au
maximum qui serait observé en conditions hydriques non limitantes (Lecoeur et Guilioni,
2005).

Le stress hydrique se traduit chez la plante par une série de modifications qui touchent
les caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques, a partir du moment ou les

besoins en eau de la plante sont supérieurs aux quantites disponibles (Mefti et al., 2001).

11.1.2. Effet du stress hydrique sur la plante

Tous les processus de la plante sont affectés par un déficit hydrique, que ce soit le
métabolisme, l'organogenese (production d'organe par les méristémes) et la morphogenése
(phénoméne de différentiation et de croissance aboutissant a des organes matures) (Ney,
2006). Ainsi, un déficit hydrique se traduit par une réduction de la croissance de la plante
et/ou de sa production par rapport au potentiel du génotype (Slama et al., 2005). Un déficit
hydrique précoce affecte en parallele la croissance des racines et des parties aériennes, le
développement des feuilles et des organes reproducteurs (Slama et al., 2005). Déficit
hydrique induit aussi un déficit de la nutrition minérale (azotée et phosphatée) qui est dd
principalement a des réductions de flux d’éléments vers les racines ce qui a pour conséquence

une réduction de la croissance des plants (Son et al., 2011).
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A. Effet du stress sur les parametres morphologique

» Partie souterraine (racine)

Hopkins, (2003) affirme que la croissance des racines est généralement moins sensible
au déficit hydrique que celle de la parité aérienne. La croissance racinaire est plutot orientée
dans un sens de remodelage de I’ensemble de systéeme racinaire: le nombre des racines

diminue, le volume racinaire est également réduit (Lebachiche et Benkadja, 2019).
> Partie aérienne (feuilles)

Un stress hydrique marqué accélére la sénescence des feuilles et réduit la durée de surface
foliaire aprés floraison (Debaeke et al., 1996). L’organe qui subit 1’effet du déficit hydrique
en premier lieu est le limbe foliaire dont la croissance ralentit et la sénescence s'accélere. Le
stress hydrique diminue I’indice foliaire et la durée de vie de la feuille, et par voie de

conséquence la capacité photosynthétique (Turner, 1996).

B. Effet sur les parameétres physiologique

Les modifications physiologiques potentielles face aux stress sont nombreuses et
peuvent se manifester dans différents domaines : photosynthese, respiration, croissance,
gestion de I’eau (Serge, 2019). D’un autre coté les plantes soumises a un stress hydrique
ferment leurs stomates, ce qui a pour conséquence une élévation de la température des feuilles
et une réduction de I’activité photosynthétique : tous ces effets de la sécheresse conduisent a

une diminution du rendement (Ellisseche, 1996).

C. Effet sur le rendement

Le rendement en grains chez le blé dépend fortement du nombre de grains par épi, du
poids de grains par épi et du nombre d’épis par m?. L’effet du déficit hydrique sur ces
composantes, et par conséquent sur le rendement, dépend du stade au cours duquel ce déficit
survient. Ainsi, un déficit hydrique a la montaison se traduit par la chute du nombre d’épis par
m? la régression intense des talles et/ou la baisse du nombre de grains par épi (notamment par
augmentation du taux d’avortement des épillets et I’induction de stérilité male) (Slama et al.,
2005). Le stress hydrique provoque une diminution de I'indice foliaire et de la matiere séche.
Par ailleurs, la diminution de l'indice foliaire connait son maximum a la floraison tandis que la

réduction maximale de la matiére séche a lieu a la formation des grains.
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Les rendements en grains et en biomasse sont fortement dépendants du niveau de
stress hydrique dans le sol ; cela tend a conforter le fait que plus l'intensité du stress est forte,
plus la chute de rendement est importante (Karam et al., 2002).

Face au déficit-de l'alimentation hydrique des cultures, la solution généralement
retenue il y a une dizaine d'années était l'irrigation, du moins en culture intensive; dans les
autres cas, le risque de chute de rendement était considéré comme inévitable (Reyniers et
Jacquot, 1978).

11.1.3. Adaptation des plantes au stress hydrique

L’adaptation des plantes a la sécheresse est quantifiée en termes de productivité et de
rendement. Une plante considérée bien adaptée a la sécheresse si elle maintient un rendement
profitable malgré la sévérité du déficit hydrique. Cependant, pour une plante et d’une fagon
générale, ce qui détermine ’adaptation a la sécheresse c’est la survie, voire la survie jusqu’a
la production des graines qui assureront la continuité de 1’espece a 1’occasion plus favorables

(Harroun, 1995).

Levitt, (1980). A proposé une classification des mécanismes d'adaptation a la

sécheresse qui peuvent étre séparés en 3 grandes catégories :

- I'esquive de la sécheresse c'est-a-dire la capacité d'une plante a réaliser son cycle complet de
développement avant que des deficits hydriques importants ne se manifestent (Annerose,
1988).

-I’évitement : les plantes évitent le desséchement en améliorant l'absorption de I'eau, en

emmagasinant I'eau dans leurs tissus ou en réduisant les pertes (Harroun, 1995).

-les plantes pouvant tolérer la sécheresse, c’est -a-dire capables de supporter la sécheresse
avec de faibles niveaux d'hydratation dans leurs tissus hydriques (drought tolerants)
(Annerose et Cornaire, 1994).

I1.1.3.1. Stratégie d’évitement

A. Mécanismes morphologiques
» Réduction de la conduction stomatique

La régulation de la conductance stomatique peut constituer un facteur important dans la

résistance des plantes a la sécheresse. Elle permet de réduire la perte d’eau par transpiration.
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Ce mécanisme trop poussé entraine une réduction de la production , aussi est-il nécessaire de
déterminer un seuil de fermeture des stomates aussi compatible que possible avec la gestion
de I’eau et le maintien du rendement de la culture ( Annerose et Cornaire, 1994). Chez les
plantes & métabolisme acide crassulacéen (CAM), quand les conditions hydriques sont
défavorables, les stomates ne s’ceuvrent que la nuit, réduisant considérablement les pertes par
transpiration (De Parcevaux et Huber, 2007). La diminution de la photosynthese, liée a la
diminution de la teneur relative en eau et du potentiel hydrique foliaire, est due
essentiellement, a la réduction de la pénétration du CO., limitée par une fermeture des
stomates, avec pour conséquence une augmentation de la résistance de la feuille a la diffusion
du CO: (Ykhlef et Djekoun, 2000). (Figure 8).

“:r:’ V&*"ﬁ'—ﬂ
5 e .

Cuticule de L'épidexme
d'une feuille d'gave.

Stomate et chambre sous-stomatique

Figure 8. Stomate et chambre sous-stomatique [4].
» Réduction de la croissance foliaire

La diminution de la surface foliaire des feuilles est considérée comme une réponse ou
adaptation au manque d’eau, en effet cette réduction de la surface foliaire est un moyen
judicieux pour le controle des pertes d’eau, en ajustant la consommation en eau chez les
céréales, ces derniéres sont dites plantes économes (Chaves et al., 2009). La croissance
foliaire est réduite en cas de déficit hydrique, avant toute réduction de la photosynthese ou
d'autres processus métaboliques (Grieu et al., 2008). La plante ajuste sa transpiration par une
diminution des surfaces foliaires. Il s’agit d’un mécanisme adaptatif qui consiste a limiter la

croissance des tissus foliaire (Grieu et al., 2008). La capacité a réduire la surface foliaire
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globale se traduit par la chute des feuilles les plus ages et par la formation de nouvelles
feuilles plus petites qui interceptent moins de lumiére. Bien que le rendement en racines soit
affecté (mais beaucoup moins que la réduction de la croissance des parties aériennes)
(Vernier et al., 2018).

» Deéveloppement racinaire accru

Le développement du systéme racinaire joue un rdle essentiel dans I’alimentation
hydrique et minérale de la plante; ceci est particulierement net en zones séches, ou les
quantités d’eau absorbées sont directement liées a la dynamique de croissance des racines, qui
peut étre considérée de ce fait comme un facteur important de variabilité inter et
intraspécifique de la tolérance a la sécheresse (Benlaribi et al., 1990). Un systéme racinaire
capable d’extraire 1’eau du sol serait un caractére essentiel pour I’adaptation a la
sécheresse. Cette caracteristique revét une importance particuliere pour les cultures qui
subissent régulierement des déficits hydriques durant le cycle de croissance. Son impact
sur le rendement serait particulierement élevé car il interviendrait directement dans la
disponibilité de I’eau pour la plante en conditions de stress (Clavel et al., 2005). Ainsi,
une réduction du systeme racinaire a été obtenu suite a une sélection pour le rendement en

condition de stress dans des sols peu profonds (Gallais, 2015).

B. Mécanismes physiologique

La diminution de la turgescence des tissus est considérée, depuis les travaux de
Lockhart, (1965). Et Hsiao, (1973). Comme l'une des causes principales des effets négatifs
d'un stress hydrique sur les fonctions de la plante. L'accumulation de solutés dans les tissus
cellulaires déshydratés, l'augmentation de I'élasticité des parois cellulaires et la diminution de
la taille des cellules contribuent a maintenir la pression de turgescence cellulaire. La
maintenance de la turgescence permet de maintenir l'ouverture des stomates, la

photosynthése, la croissance racinaire et I'absorption hydrique (Annerose et Cornaire, 1994).

11.1.3.2. Adaptation esquive

Consiste a éviter de subir le déficit hydrique en effectuant le cycle de développement
pendant des périodes pluvieuses et/ou a demande climatique faible. On réduit alors le risque
de perte de rendement, en échange d'une réduction du rendement maximum atteignable
(Jean-Pierre et al., 2006).
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11.1.3.3. Adaptation de tolérance

La tolérance a la secheresse correspond a la capacité des plantes a supporter des
niveaux de deficit hydrique élevés. Ce mécanisme est rendu possible par 1’élévation de la
viscosité du cytoplasme des cellules, par la protection des enzymes et des membranes par
certains osmo protectants et antioxydants, et par modification de la composition
phospholipidiques des membranes cellulaires (Calatayud et al., 2013). Ce dernier est un
abaissement du potentiel hydrique qui s'exprime par un maintien de la turgescence rendu
possible grace a l'ajustement osmotique. L'ajustement osmotique est réalisé grace a une
accumulation des solutés (principalement vacuolaire) conduisant a un maintien du potentiel de
turgescence (Mekliche et al., 2003). Les solutés responsables de I'osmorégulation sont
essentiellement des acides organiques, des acides aminés et des sucres (Mekliche et al.,
2003).

A. L’Accumulation des sucres solubles

Lors d'un déficit hydrique, le métabolisme des hydrates du carbone s'affecte par
I'accumulation des sucres solubles dans les tissus des plantes cultivées sous stress, notamment
chez les feuilles. L'accumulation des sucres n'est qu'un phénomene d'adaptation a la
sécheresse, qui permet a la plante de maintenir sa turgescence par la diminution et
I'ajustement du potentiel hydrique (Chaib et al., 2015). De nombreuses études ont mis en
¢évidence I’accumulation de sucres solubles lors de la dessiccation. Une idée principale en
ressort différents sucres solubles peuvent étre présents dans des tissus bien hydratés, mais le
saccharose est préférentiellement accumulé dans les tissus en déshydratation (Déjardin et al.,
1999). Berka et Aid, (2009) montrent que la teneur en sucres solubles des feuilles des plants
stressés augmente régulierement et d’une manicre significative en fonction de la diminution

de la teneur relative en eau.

B. La teneur en chlorophylle

Les pigments chlorophylliens sont a ’origine de I’activité photosynthétique et toute
augmentation de rendement ne peut étre obtenue que par la recherche d’une meilleure
efficacité photosynthétiqgue dépendant fortement de la teneur en chlorophylle (Aissa et
al., 2014). Toutefois ’accumulation de la proline chez les plantes constitue un véritable
mécanisme de tolérance aux contraintes hydriques (Nana et al., 2009). Par ailleurs, le rapport
chlorophylle a/chlorophylle b est considéré comme un bon indicateur du seuil de tolérance au

déficit hydrique (Nana et al.,, 2009). Ces parameétres biochimiques et physiologiques
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d’adaptation a la sécheresse aussi performants sont-ils, ne sont étudiés et utilisés que dans la

sélection des céréales (Rasmata et al., 2009).

Sous un stress hydrique, une diminution de la teneur en chlorophylle est remarquée
chez le blé dur (Bousba et al., 2009). Pour limiter les pertes en eau par évaporation et aussi
I’augmentation de la résistance a I’entrée du CO2 atmosphérique nécessaire a la
photosynthése, 1’économie de I’eau se traduit par une turgescence relative moins affectée par

le stress conduisant & une dilution de la chlorophylle (Mouellef, 2010).

La diminution du taux de Chl a+b en conditions de stress hydrique est due en grande
partie aux dommages causées aux chloroplastes par les ROS tels que 'Oz et I’'H202, ce qui
peut conduire a une peroxydation lipidique et par conséquent, a la destruction de la
chlorophylle. La diminution des pigments chlorophylliens est due a la fermeture des stomates
et au manque de COz qui sont associés a une production accentuée de ROS (Bouchemal et
al., 2018).

Selon Tahri et al., (1998). ’accumulation de la proline, induite par les stress, peut étre
le résultat de trois processus complémentaires: stimulation de sa synthése, inhibition de son

oxydation et/ou altération de la biosynthese des protéines.

La proline est synthétisée selon deux voies distinctes, via le glutamate et I’ornithine
(Neffar, 2013). Elle semble jouer un role particulierement important. On lui attribue un réle
d’osmoticum au niveau cytosolique et vacuolaire, mais aussi, un role dans la régulation du
potentiel redox (Amrouche et Mesbah, 2017). En plus, de protéger les membranes et les
enzymes contre les perturbations conformationelles causées par les ions, mais I’origine de la
proline accumulée sous stress, reste pas totalement éclaircie (Bousba et al., 2009). Tahri et
al., (1998). Montrent que ’augmentation de la teneur en proline foliaire sous 1’effet du stress
suivie par un abaissement dans les teneurs en pigments chlorophylliens totaux (Chlorophylles
a et b). Les résultats de Tahri et al., (1998). révélent une certaine proportionnalité, mais
inverse, entre les teneurs en proline accumulées et les teneurs en pigments chlorophylliens

perdues.
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11.2. Stress oxydatif
11.2.1. Définition

Les plantes sont constamment soumises a des variations environnementales. Ces
changements comme le déficit hydrique peuvent engendrer un stress oxydatif qui modifie
I’homéostasie cellulaire par la production de formes réactives de ’oxygene (ROS : Réactive
Oxygen Species) potentiellement dommageable (Parent et al., 2008). Le stress oxydatif peut
étre défini comme un déséquilibre entre les systemes prooxydants et antioxydant en faveur
des premiers et impliquant la production d’espéces réactives de 1’oxygene (Sies, 1991).
L’oxygene est a I’origine d’espéces activées de 1’oxygéne (EAQO), des molécules ayant des
effets a la fois bénéfiques et déléteres conduisant a la mort cellulaire. Pour se protéger a cette
toxicité, et pour permettre aux EAO d’intervenir dans la réponse physiologique, les plantes
ont développé des mécanismes contrélant I’accumulation de PEAO. On connait plusieurs
sources d’EAO dans les différents compartiments de la cellule végétale (Droge, 2002). Les
especes activées de I'oxygene (EAO) sont principalement représentées par le peroxyde
d’hydrogéne (H202), I’anion superoxyde (O27) et le radical hydroxyle (*OH). Ces deux
derniéres molécules sont des radicaux libres. Les radicaux libres ont pour caractéristique de
présenter au moins un électron célibataire sur leur orbitale externe et de reagir avec les
molécules environnantes pour apparier cet électron célibataire, ce qui leur confere une

extréme réactivité et toxicité (Sergent et al., 2001).

11.2.2. Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydatif se traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des
constituants cellulaires : les lipides avec une perturbation des membranes cellulaires, les
protéines avec ’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque

de mutation et de cancérisation (figure 9) (Sergent et al., 2001).
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Figure 9. Dommages oxydatifs (Sergent et al., 2001).

» Peroxydation lipidique

Les lipides sont extrémement importants en milieu biologique puisqu’ils interviennent
dans I’architecture membranaire et dans la compartimentalisation cellulaire (Rémita, 2001).
Ils sont a ’origine de la vie puisqu’ils constituent la frontiére naturelle entre le monde vivant,
la cellule, et le milieu extérieur. Ils assurent par ailleurs un réle important dans la messagerie
intra- et extracellulaire, dans la transmission nerveuse et donc dans le fonctionnement
cérébral. Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques ou arachidonique sont
les cibles privilégiées des EOA et plus particulierement des radicaux libres (Rémita, 2001).
Dans une premiere étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (Pincemail et al., 1999).
Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : ¢’est la phase d’initiation (Figure 10)
(Haleng et al., 2007).
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Figure 10. Mécanisme de 1’autoxydation des acides gras par ’oxygéne triplet et

I’oxygene singulet (Cillard et Cillard, 2006).

Le radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygéne pour former un radical
peroxyle (ROO»), suffisamment réactif pour arracher un H* a un AGPI voisin, propageant
ainsi la reéaction. Il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit
inévitablement a la mort cellulaire (Haleng et al., 2007). Les peroxydes générés seront
neutralisés par la glutathion peroxydase ou continueront a s’oxyder et a se fragmenter en
aldéhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogenes sont bien
connues (Haleng et al., 2007). Selon Bensakhria, (2018). les conséquences de la
peroxydation lipidiques proviennent de I’action conjuguée des métabolites primaires et
secondaires :

- Une atteinte de I’intégrité des structures membranaires.

- Dysfonctionnements cellulaires.

-Modification de la structure des lipoprotéines.

- Amplification des dommages cellulaires (surtout par les métabolites secondaires).

» Oxydation des protéines

Les acides aminés, a la fois libres et dans les protéines, sont la cible de dommages
oxydatifs (Burton et Jauniaux, 2011). Les protéines les plus sensibles aux attaques
radicalaires sont surtout celles qui comportent un groupement sulfhydryle (Leverve et al.,
2001). La protéine subit différents types de modifications qui peuvent étre directes ou
indirectes (Das et Roychoudhury, 2014). L'oxydation des protéines peut provoquer une

fragmentation au niveau des résidus d'acides aminés, la formation de liaisons croisées
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protéine-protéine et I'oxydation du squelette protéique qui conduit finalement a une perte de
fonction. Ces réactions entrainent une altération des protéines structurales ou une altération
des fonctions enzymatique (Finaud et al., 2006). Les modifications des structures primaire,
secondaire et tertiaire des protéines par les EOA sont a la base de la formation de dérivés
protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et I’oxydation des
acides aminés (Pincemail et al., 1999). Ces réactions d’oxydation, fréquemment influencées

par les cations métalliques comme le Cu?* et le Fe?*, peuvent étre classées en deux catégories :
1°) celles qui cassent les liaisons peptidiques
2°) les modifications des peptides par I’addition de produits issue de la peroxydation lipidique

Ces changements sont tels qu’ils conduisent a une modification structurale des
proteines dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de
la sensibilité aux protéases.) (Ait Yahia et Zemmoura, 2014).

» Oxydation d’ADN

L'ADN est le matériel génétique de la cellule et tout dommage a I'ADN peut entrainer
des changements dans les protéines codées, ce qui peut entrainer des dysfonctionnements ou
une inactivation compléte des protéines codées (Sharma et al., 2012). La molécule ADN
constitue une cible cellulaire importante pour les attaques radicalaires (Leverve et al., 2001).
L'ADN mitochondrial est particulierement vulnérable a une attaque par les ROS, en raison de
sa proximité aux complexes. Les dommages de I'ADN mitochondrial sont vastes, méme dans
les conditions normales, et les mutations se produisent cing a dix fois plus que le taux observé
dans I'ADN nucléaire (Burton et al.,, 2011). L'ADN est attaqué principalement par les
radicaux OH, et une variété de produits peuvent étre générés par des réactions avec les bases
d’ADN ou les sucres désoxyribose (Burton et al., 2011). L'attaque oxydative des bases
d'ADN implique généralement 1’addition d'OH aux doubles liaisons (Sharma et al., 2012).
Les espéces réactives de 1’oxygéne peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques
susceptibles d’entrainer des mutations ou d’altérer 1’expression des génes. Il peut y avoir
jusqu’a 70 modifications oxydatives différentes des acides nucléiques, certaines affectant les
bases d’autres induisant des cassures dans les brins. L’un des marqueurs d’une attaque
oxydative des acides nucléiques est la présence de 8-hydroxy-guanine (8-OHG) (Ré et al.,
2005). Les dommages oxydatifs de I’ADN résultent de réactions avec les bases puriques et

pyrimidiques, du désoxyribose ou du phosphodiester. L’ importance de ces dommages a été

24



Partie I : Revue bibliographique

¢valuée sur des tissus et on estime que les adduits (réaction entre les bases aminées de I’ADN
et des aldéhydes comme le malondialdéhyde ou le 4-hydroxy-2-nonénal provenant de la
peroxydation lipidique) présents dans I’ADN sont de I’ordre de 3 a 3 000 par cellule ce qui
correspond a un nucléotide modifié pour 10° ou 10° nucléotides (Therond, 2006).

I1.2.3. Les espéces réactives de I’oxygéne

Les espéces activées de I’oxygeéne (EAO) sont principalement représentées par le
peroxyde d’hydrogéne (H20>), ’anion superoxyde (O2") et le radical hydroxyle (OH"). Ces
deux derniéres molécules sont des radicaux libres (Sergent et al., 2001).

+» Les radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron
non apparié (Afonso et al., 2007). La présence d'un électron non apparié entraine certaines
propriétés communes qui sont partagées par la plupart des radicaux (Lobo et al., 2010). Les
radicaux libres sont le plus souvent des espéces chimiques tres réactives ayant une durée de
vie extrémement courte dans la plus grande majorité des cas (de 10° a 10%) pour le radical
hydroxyle) (Souchard et al., 2007). Les électrons non appariés modifient la réactivité
chimique d'un atome ou d'une molécule, ce qui le rend généralement plus réactif que le non-
radical correspondant, mais la réactivité chimique réelle des radicaux varie énormement. Le
radical hydrogene (H*, le méme que l'atome d'hydrogene), qui contient 1 proton et 1 électron
(donc non apparié), est le radical libre le plus simple. Les réactions en chaine des radicaux
libres sont souvent initiées par I'élimination de H* d'autres molécules (par exemple, pendant
la peroxydation lipidique,). Un point en exposant est utilisé pour désigner les radicaux libres
(Halliwell, 1994). D'autres espéces dérivees de I'oxygene dites espéces actives de I'oxygene,
comme l'oxygéne singulet 'O, le peroxyde d'hydrogéne (H20.) ou le nitroperoxyde
(ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des
précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent

appelé especes réactives de I'oxygeéne (Figure 11) (Favier, 2003).
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Figure 11. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygeéne impliqué en biologie (Favier, 2003).

11. 2.3.1. Les types de radicaux libres

Les ROS peuvent étre classes en radicaux centrés sur l'oxygéne et les radicaux non
centrés sur l'oxygeéne. Les radicaux centrés sur l'oxygene sont des anions superoxyde (Oz ),
radical hydroxyle (OH), radical alcoxyle (RO -) et radical peroxyle (ROO -). Les radicaux
non centrés sur l'oxygéne sont le peroxyde d'hydrogene (H20>) et le singlet oxygene (O2).
D'autres especes réactives sont des espéces azotées telles que I'oxyde nitriqgue (NO), le
dioxyde nitrique (NO- °) et le peroxynitrite (OONO") (Lee et al., 2004 ). Dans les systémes
biologiques, les ROS sont liés aux radicaux libres, tandis que (O2) et (H2 O2) sont des

composeés non radicalaires (Figure 12) (EI-Bahr, 2013).
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Figure 12. Classification des radicaux libres (EI-Bahr, 2013).

A. Les espéces radicalaires

» Anion superoxyde (O2)

L’anion superoxyde (O2) est un radical libre chargé négativement issu de la réduction
monovalente de I’oxygene moléculaire : O2+e" . Oz (Souchard et al., 2008). La principale
source de superoxydation est la fuite d'électrons provenant de divers composants de la chaine
d'électrontransport cellulaire (Vishal Tandon et al., 2005). L’anion superoxyde est produit
par presque toutes les cellules en aérobie, moyennant un apport d’énergie ou en présence
d’enzyme (oxydases). Il peut constituer un radical a la fois oxydant et réducteur (Souchard et
al., 2008). Le radical superoxyde (Oz) se forme principalement dans le PSI localisé
thylakoide au cours de la chaine de transport électronique non cyclique (ETC), ainsi que dans

d'autres compartiments cellulaires (Das et Roychoudhury, 2014).

> Le radical hydroxy (OH®)

Le radical hydroxyl est « le » radical libre responsable du stress oxydant. Pour mémoire,
les radiations ionisantes sont capables de produire directement du radical hydroxyl a partir de
I’eau, et c’est principalement via ce compose que les radiations ionisantes sont toxiques
(Fontaine, 2007). Le radical hydroxyle (‘OH) a un effet élevé et aveugle activité et peut
lentement causer de graves dommages a sensibles biomolécules. Les radicaux hydroxyles
peuvent étre produits dans les cellules par une variété de processus: comme la phagocytose
(Rafat et al., 1987). Le radical hydroxyle (OHe) est le ROS le plus réactif et le plus toxique
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connu. Il est généré a pH neutre par la réaction de Fenton entre H.O> et O, catalysée par des
métaux de transition comme Fe (Fe?*, Fe*). H,0; + O, — OH™ + O + OH - Il a la capacité
d'endommager différents composants cellulaires par peroxydation lipidique (LPO),
dommages aux protéines et destruction des membranes. Puisqu'il n'y a pas de systeme
enzymatique existant pour piéger ce radical toxique, l'accumulation excessive d'OH e
provoque la mort cellulaire (Das et Roychoudhury, 2014). La réactivité des radicaux
hydroxyles est extrémement élevée (31 100 260). Contrairement aux radicaux superoxydes
qui sont considérés comme relativement stables et ont des taux de réactivation constants et
relativement faibles avec les composants biologiques, les radicaux hydroxyles sont des
espéces a courte durée de vie possédant une forte affinité envers les autres molécules
(Kohenet et Nyska, 2002). OH peut oxyder un substrat selon trois modes d’action :
arrachement d’un électron, arrachement d’un atome d’hydrogéne sur un substrat organique ou
addition sur une double liaison. Les deux derniers modes d’action conduisent a la formation

de radicaux centrés sur le carbone (Migdal et Serres, 2011).

» Radical monoxyde d’azote (NO®)

Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz soluble, un radical trés réactif et par conséquence,
d’une durée de vie trés courte, de quelques secondes quand il est libre (Rombi, 2007). Les
NO-synthétases sont responsables de la synthése de la molécule de NO. Leurs trois isoformes
ont une expression et une activité tissulaire spécifique dépendant en partie du calcium. La
production de NO se fait par oxydation de I’acide aminéL-arginine. C’est pour cela que nous
parlons de la voie métabolique de L’arginine pour le NO (L-arginine-NO pathway). Les
inhibiteurs endogénes des NO-synthétases, par ex. la diméthylarginine asymétrique (ADMA)
(Husmanna et al., 2007). Le monoxyde d'azote (NO) est a la fois un radical libre dérivé de
l'oxygéne et un médiateur paracrine ayant un réle fondamental dans les mécanismes de la

relaxation des cellules musculaires lisses (Dinh-Xuan et al., 1998).
B. Les especes non radicalaires
» Le peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le peroxyde d’hydrogeéne (H202), qui n’est pas un radical libre, peut étre formé
secondairement a la dismutation de (O2) par la superoxyde-dismutase ou produit par
réduction bivalente de 1’oxygéne grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment
I’acyl CoA déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, 1'uricase, la

mono-amine-oxydase (Jadot, 1994).
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O2 "+ H20 5 HO;'+ OH  Hydroperoxyl radical (EL-Beltagi et Mohamed, 2013).
HO; +e +H = HO Hydrogéne peroxyde (EL-Beltagi et Mohamed, 2013).

Le peroxyde d'hydrogene est principalement produit par voie enzymatique réactions.
Dans les cellules végétales et animales, la superoxyde dismutase est capable de produire du
H.0, par dismutation de O2" , contribuant ainsi a la diminution des réactions oxydatives. La
combinaison naturelle de la dismutase et de la catalase contribue a éliminer I'H>O> et posséde
ainsi une véritable activité antioxydante cellulaire. H.O. est également capable de diffuser
facilement a travers les membranes cellulaires (EL-Beltagi et Mohamed, 2013).

> Oxygéne Singulet (102)

L’oxygeéne (O2) est un radical libre puisqu’il comprend deux électrons célibataires.
Cependant, il est stable car ses deux électrons, situes sur deux orbitales différentes, ne sont
pas appariés et ont des spins paralleles (Vray, 1998). L’oxygéne singulet représente une autre
forme réactive d’oxygéne (Lauwerys et al., 2007). L’oxygeéne singulet (1O2) est une molécule
de dioxygene dont les deux électrons sont de spin opposé (Vray, 1998). Il est également
formé par certaines des réactions enzymatiques catalysées par des enzymes telles que les
lipoxygenases , les dioxygénases et la lactoperoxydase . Il s'agit d'un agent oxydant tres

puissant qui peut endommager I'ADN et les tissus (Phaniendra et al., 2014).

HOCI + H,0, — 0, + H,0 + CI" (Phaniendra et al., 2014).

> Le peroxynitrite

Le peroxynitrite est formé a partir de la réaction biradicale de l'oxyde nitrique et du
superoxyde a une vitesse rapide de 56,7 - 10 ° M 1 s I (Ronson et al., 1999). Le
peroxynitrite est a la fois un oxydant et un nucléophile (Radi, 2013). Est un agent oxydant
agressif qui peut provoquer une fragmentation de I'ADN et une oxydation des lipides
(Piechota-Polanczyk et Fichna, 2014). Le peroxynitrite lui-méme n'est pas un radical libre
en raison de la nature partagée des deux électrons non appariés sur le superoxyde et I'oxyde

nitrique qui forment une nouvelle liaison (Ronson et al., 1999).

O 2 + NO' — ONOO- (Ronson et al., 1999).
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11.2.3.2. Sources des radicaux libres

Le ROS peut étre produit a partir de cellules endogenes ou sources exogenes (Figure 13)
(Phaniendra et al., 2014).

Inflammation Facteurs environnementaux
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Figure 13. Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de
I’oxygeéne. XO : xanthine oxydase ; P-450 : cytochrome P-450 (Afonso et al.,
2007).

A. Les sources endogénes

Les sources endogenes de ROS comprennent différents organes cellulaires tels que les
mitochondries, peroxysomes et réticulum endoplasmique, ou l'oxygéne la consommation est

élevée (Phaniendra et al., 2014).

» Mitochondrie

La mitochondrie représente le site majeur de production cellulaire d’EAO : dans les
cellules non phagocytaires, 80% de I’anion superoxyde proviennent du fonctionnement de la

chaine respiratoire (Carriere et al., 2006). Ces EAO mitochondriales, dont la production est
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dépendante du fonctionnement de la chaine respiratoire, sont spécifiquement considérées
comme des senseurs de I’environnement, permettant aux cellules de s’adapter a ses
fluctuations (Carriére et al., 2006). Pendant la production mitochondriale d'adénosine
triphosphate (ATP) et deau, de petites concentrations d'oxygéne sont produites, ce qui
entraine les premiers stades de la production de ROS (Abdal Dayem et al., 2017). Complexe
mitochondrial | (réduit nicotinamide adénine dinucléotide [NADH]: ubiquinone
oxydoréductase) et le complexe Il (ubiquinol: cytochrome ¢ oxydoréductase) sont des sites
de production de superoxyde, avec jusqu'a 1 a 2% du flux d'électrons shunté par un électron
réduction de l'oxygéne moléculaire (Bucher, 2019). Les peroxysomes sont une source de
H2.0,, grace a des réactions impliquant l'acyl-CoA oxydase (qui est impliquée dans
l'oxydation des acides gras a longue chaine), la d-amino-acide oxydase et d'autres oxydases
(Bucher, 2019). Premiérement, les complexes | et Il peuvent accepter des électrons du
NADPH et de I'acide succinique, puis les transporter vers la coenzyme Q (CoQ), tandis qu'en
méme temps, ils peuvent pomper des protons. Ensuite, le complexe Ill peut transferer des
électrons de CoQ au cytochrome C (Cyt c). Enfin, le complexe IV envoie des électrons a Oo,
produisant H>O. Au cours de ce processus, un gradient de protons se forme, ce qui favorise la
synthese de I'ATP. Si le complexe Ill ne peut pas recevoir d'électrons de CoQ, les électrons
seraient acceptés par O, ce qui pourrait produire des ROS et entrainer un stress oxydatif
(figure 14) (Li et al., 2017).

Proton gradient
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ROS

Figure 14. Le transport d'électrons dans la chaine respiratoire mitochondriale et la
production de ROS (Li et al., 2017)

31



Partie I : Revue bibliographique

» Peroxysomes

Les peroxysomes sont un groupe d’organites dont la structure rappelle celle des
lysosomes, mais en plus petit (Tortora et Derrickson, 2016). Les peroxysomes contiennent
des enzymes qui oxydent des substrats organiques spécifiques (R) en leur enlevant des
atomes d’hydrogéne en présence de dioxygene : RH2 + O2 < R’ +H20; (Desassis et
Labousset-Piquet, 2009).

L’eau oxygénée va oxyder d’autres substrats grace a une enzyme la catalase, réaction
appelée de « peroxydation » : H>O2 + R’Hz Z R’ + 2H20 (Desassis et Labousset-Piquet,
2009). Une deuxiéme source de radicaux oxygene est la f-oxydation peroxysomale des acides
gras, qui génére du H>O> comme sous-produit (Beckman et Ames, 1998). Les peroxysomes
possedent des concentrations élevées de catalase, il n'est donc pas clair si les fuites de H>O>
des peroxysomes contribuent de maniére significative au stress oxydant (Beckman et Ames,
1998).

» Chloroplaste

Le chloroplaste est le lieu ou se déroule la photosynthése chez les plantes supérieures
et les algues. Il contient un systéme de membrane, des thylakoides, tres organisé. La présence
de centres réactionnels de production des ROS, tel que le triplet Chlorophylle de chaine de
transport d’¢lectrons (I’ETC) dans les photosystémes : PSI et PSII, fait du chloroplaste un site
majeur de production des ROS (Oz, 'Oz et H202) (Benhamdi, 2014). La majeure partie des
ROS est en géneéral produite dans le chloroplaste (Asada, 1999). C'est spécifiqguement la
chaine de transport d'électrons photosynthétique (PETC) des thylakoides du chloroplaste qui
est considérée comme la principale source de ROS chez les plantes supérieures (lvanov et
Khorobrykh, 2003). Dans le chloroplaste, le PSI et le PSII sont deux sources principales de
production de ROS. Le PSI est un générateur primaire d'O2 . Pendant la photosynthése, O2
est continuellement réduit en O2~ par PSI, et O2~ est rapidement converti en H202 et O par le
Cu-Zn-SOD attaché au PSI. PSIl est un important générateur de 'O,. Pendant la
photosynthése, l'oxygéne a I'état fondamental (02) est continuellement excité a O par la
chlorophylle a I'état excité triplet (*}P680*) dans le centre de réaction PSII (Lu et Yao, 2018).

» Autres sources des radicaux libres dans la cellule

Il existe d’autres sources importantes de production des ROS dans les plantes, telles
que les réactions de désintoxication catalysées par le cytochrome P450 dans le cytoplasmes et
dans le réticulum endoplasmique et les réactions de réduction catalysées par I’oxalate oxydase

et ’lamine oxydases dans 1’apoplaste des cellules végétales (Gill et Tuteja, 2010).
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B. Les sources exogénes

Sources externes telles que l'exposition aux rayons X, a l’ozone, aux polluants

atmosphériques et aux produits chimiques industriels (Lobo et al., 2010).

11.2.4. Le systeme de défense contre le stress oxydatif

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I'organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydants (Haleng et al., 2007).

11.2.4.1. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL, comme « toute substance qui en
faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat » (Pastre et Priymenko, 2007). Les molécules antioxydants nous
protegent efficacement contre de nombreuses maladies générées par les radicaux libres
(Causse, 2004). Les antioxydants sont les substances qui peuvent protéger les cellules contre
les dommages causés par les radicaux libres. Les antioxydants interagissent avec les radicaux
libres et les stabilisent et peuvent empécher certains des dommages que les radicaux libres
pourraient autrement causer. Les antioxydants peuvent étre de nature exogéene ou endogene
(Shinde et al., 2012).

C. Les antioxydants endogenes

Une ligne de défense composée d’antioxydants enzymatique ( superoxyde dismutase
zinc-dépendante, glutathion S transférase, glutathion peroxydase séleno-dépendante, catalase)
Oou non enzymatiques qui agissent en piégeant les radicaux libres ( vitamine E, C,

caroténoides, zinc , sélénium) (figure 15) (Schlienger, 2014).
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Systémes antioxydants
enzymatique

SOD
Effet protecteur Cata Iaﬁe
Glutathion Systéemes
peroxydase antioxydants non

2 7 . . enzymatique
caroténoides, vitamine E

flavonoides, vitamines A et C

petites protienes (métallothionéine)

oligoéléments (zinc, sélinium, ect..)

Figure 15. Pyramide des systéemes de défenses antioxydants (Aliouat et Boulkelia, 2014).

A. Antioxydants enzymatiques

Tableau 2 : ROS qui absorbent les enzymes antioxytantes, leurs substrats et leurs
produits (Van Oosten et al., 2016).

Antioxydant enzymatique Réaction catalysée

Superoxyde dismutase (SOD) O+ O+ 2H*> 2H02+ O2

Catalase (CAT) H202 = Hz02+Y; 02

Ascorbate peroxydase (APX) H202 +AsA > 2H20,+DHA
Monodehydroacrobate réductase MDHA+ NAD(P)H —>AsA +NAD(P)*
(MDHAR)

Dehydroascorbate réductase (DHAR) DHA + 2GSH> ASA + GSSG
Glutathione réductase (GR) GSSG + NAD(P)H-> 2GSH + NAD(P)*

» Superoxyde dismutase (SOD) :

SOD, la premiére ligne de défense physiologique contre le stress oxydatif (Li
et al., 2017). La Superoxyde dismutase est une enzyme localisée dans le cytosol et les
mitochondries
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Elle a 3 co-facteurs (Collard, 2010).

1/ la SOD dont la Cu/Zn-SOD présente dans le cytoplasme, la matrice mitochondriale
et dans le milieu extracellulaire (Quilliot et al., 2011).
2/ la Mn-SOD, uniquement mitochondriale (Quilliot et al., 2011).

Les superoxydes dismutases(SOD) catalysent la dismutation de I'anion superoxyde en
peroxyde d'hydrogene (Voyer et Magny, 1998). Celui-ci est ensuite rapidement catabolisé
par la catalase et les peroxydases en dioxygeéne (O2) et en molécules d’eau (H20) (Figure 16)
(Menvielle-Bourg, 2005). Ainsi, différentes études ont confirmé que la production de(H205)
sous I’action de la SOD était bien le facteur déclenchant des mécanismes naturels de défenses
antioxydants. La SOD apparait donc comme 1’enzyme clé de la défense naturelle contre les

radicaux libres (Menvielle-Bourg, 2005).

Figurel6. Role des enzymes antioxydants dans le processus d’inactivation de I’ion

superoxyde (Menvielle-Bourg, 2005).

» Catalase :

Les catalases sont des enzymes tétrameriques, intervenant dans les défenses de la
cellule contre le stress oxydant en éliminant les especes oxygénées réactives et en accélérant
la réaction spontanée de dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H20.) (Ben Saad et al.,
2017).

La catalase existe sous la forme d'un tétramére composé de 4 monomeéres identiques,
chacun contenant un groupe héme au site actif (Birben et al., 2012). La dégradation de

H20: est réalisée via la conversion entre 2 conformations de catalase-ferricatalase (fer
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coordonné en eau) et du composé | (fer complexé avec un atome d'oxygéne) (Birben et al.,
2012). La catalase se lie également au NADPH comme équivalent réducteur pour empécher
I'inactivation oxydative de I'enzyme (formation du composé Il) par (H2O) car il est réduit en
eau (Birben et al., 2012).

» L'ascorbate peroxydase (APX) :

L'ascorbate peroxydase (APX) appartient aux heme-peroxydases de classe | que I'on
trouve dans les plantes supérieures, les chlorophytes, les algues rouges (Caverzan et al.,
2012). L'ascorbate peroxydase reduit le H.O2 en H2O en utilisant I'acide ascorbique comme
donneur d'électrons selon la réaction (Souguir, 2009).

APX
H20, + 2 ascorbate = 2 monodeéhydroascorbate + 2 H>O

» La glutathion peroxydase

Les GPXs sont une grande famille des isoenzymes qui catalysent la reduction des
hydroperoxydes organiques et lipidiques et de H20: en utilisant la glutathion réduit comme
donneur de protons, ce qui provoque son oxydation en glutathion oxyde (GSSG) et aide les

plantes a lutter contre le stress oxydatif (Noctor et al., 2002).

H2.0 + 2GSH = 2H,0 + GSSG (Morliere, 2001).

» La glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase est une flavoprotéine (Thiebauld, 1997). Joue un r6le indirect
dans la défense de ’organisme vis-a-vis des formes réactive de I’oxygéne (Lauwerys et al.,
2007). En effet, en favorisant la production de glutathion réduit, elles stimulent ’action de
I’enzyme glutathion peroxydase qui utilise ce cofacteur comme donneur d’hydrogéne pour
réduire I’eau oxygénée en eau et les hydroperoxydes (ROOH) en acides gras hydroxylés
(ROH) (Lauwerys et al., 2007).

» Mono-déshydro et déshydroascorbate réductase

L’ascorbate réagit avec les ERO pour former le monodéshydrpascorbate (MDHA) qui se
disproportionne en déshydroascrobate (DHA) et ascorbate (Moulis et al., 2009).
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» Malondialdéhyde

Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition (oxydation) des
acides gras polyinsaturés (PUFA) médié par les radicaux libres. Les taux élevés de MDA
signent donc un stress oxydatif portant notamment sur ’oxydation des lipides (Benouareth et
Ghanem, 2017).

B. Antioxydants non enzymatiques

> Les caroténoides :

Les caroténoides sont un groupe de pigments naturels et sont synthétisés par les
plantes et les micro-organismes (Mehta et al., 2015). L'activité antioxydant des caroténoides
découle principalement du fait de la capacité de la structure a double liaison conjuguée, a
délocaliser les électrons non appariés. A des concentrations suffisamment élevees, les
caroténoides peuvent protéger les lipides des dommages de la Peroxydation lipidique (LPO)
(Flora, 2009).

» Glutathion et composés a groupements thiols :

Le glutathion est un tripeptide qui, sous sa forme réduite (GSH), agit comme
antioxydant. Les fonction du GSH incluent le maintien des thiols des protéines, ainsi que le
maintien de certains composés sous leur forme réduite comme les vitamines C ou E
(Souchard et al., 2008). Au sein de la cellule, environ 90% du glutathion est localisé dans le
cytosol, 10% dans les mitochondries et un petit pourcentage dans le réticulum endoplasmique
(Main et al., 2012). Environ 85% du glutathion cellulaire total est libre et non lié tandis que

le reste est lié aux protéines (Main et al., 2012).

» Vitamine C :

La vitamine C (acide ascorbique), soluble dans I'eau et présente dans le compartiment
cytosolique de la cellule, sert de donneur d'électrons aux radicaux de vitamine E générés dans

la membrane cellulaire lors du stress oxydatif (Evans, 2000).

> Vitamine E :

La vitamine E est reconnue comme antioxydant, grace a sa capacité a inhiber les
peroxydations lipidiques (Cuvelier et al., 2003). A cet égard, elle participe, avec de
nombreuses autres substances, a la lutte contre les formes réactives de 1’oxygene, c’est-a-dire

la lutte contre les radicaux libres et les éléments non radicalaires produits lors de la formation
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de radicaux libres (Cuvelier et al., 2003). Vitamine E est l'antioxydant liposoluble qui a la
plus grande concentration molaire cellulaire (Goudable et Favier, 1997).

> Flavonoides

Les flavonoides sont constitués de cycles benzoiques présentant  plusieurs
groupements hydroxyles et sont pour cette raison également nommés polyphénols. Les
groupements hydroxyles sont responsables de la fonction antioxydant des polyphénols
(Kromhout, 1999). lls constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et
rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Les flavonoides présentent un forte
effet antioxydant et peuvent, par conséquent, prévenir les lésions oxydatives survenant par

exemple au niveau des lipoprotéines LDL (Kromhout, 1999).

> Protéines métallothionéines

Les métallothionéines sont un groupe de protéines de bas poids moléculaire d’environ
6.5 kDa, ceux sont des dérivés métalliques d’une protéine riche en soufre nommée thionéine,
elles sont localisées dans le cytoplasme des cellules (Bensakhria, 2018). La métallothionéine
est vue comme un antioxydant direct parce que ses groupements thiols ont la capacité de

capturer les radicaux hydroxyle HO et superoxyde O? (Campbell et couillard, 2004).

» Oligoeléments

Comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydants (Haleng et al., 2007).

e Zinc: est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protege également les
groupements thiols des protéines et il peut inhiber les réactions de formation
d’EOA induites par des métaux de transition comme le fer ou le cuivre (Haleng
et al., 2007). Le zinc est un inhibiteur de la NADPH oxydase, ce qui entraine
une diminution de la génération de ROS. Le zinc est également un cofacteur de
la superoxyde dismutase (SOD), une enzyme qui catalyse la dismutation des
07 a H20 (Prasad, 2014).

e Sélénium : Est un oligo-élément présent dans le sol (Causse, 2004). Il est capté
par les plantes qui le transforment en composé assimilable par notre organisme
comme la sélénomé-thionine (Causse, 2004). Le sélénium joue a la fois un role
structural et enzymatique comme antioxydant (Ducros et Favier, 2004). Le

sélénium fait partie intégrante des glutathion peroxydases Se-dépendantes, un
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groupe denzymes hydrosolubles qui catalysent la destruction des
hydroperoxydes et, dans certains cas, hydrosolubles liés a la membrane. Lors
d'une carence alimentaire en Se, les activités de glutathion peroxydases Se-
dépendantes sont diminuées ; des absorptions de Se supérieures a celle requise
pour un développement maximal provoquent une augmentation légére a
modérée des activités de glutathion peroxydases Se-dépendantes. Compte tenu
de la nature enzymatique du réle majeur du Se comme antioxydant, on peut lui
attribuer une fonction antioxydant générale, laquelle consiste a contréler les
taux de peroxydes cellulaires en dégradant les hydroperoxydes (Bettger, 1993).
e Cuivre : A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes
comme la SOD, la cytochrome C oxydase, la dopamine p-hydroxylase (Haleng
et al., 2007). Il joue un role important dans le déclenchement de reéactions de
production d’EOA (réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est

élevée devenir pro-oxydant (Haleng et al., 2007).

I1.2.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Du point de vue de leur fonction mecanistique, les antioxydants peuvent étre classés
en : antioxydants de prévention, antioxydants scavenger et antioxydants de novo et de
réparation (Khelfallah, 2013).

11.2.5.1. Les antioxydants de prévention

Ils agissent comme premiéere ligne de défense dans la cellule, en évitant la formation
des ROS et RNS comme, par exemple, réduisant le peroxyde d’hydrogéne et les
hydroperoxydes lipidiques en eau et hydroxydes lipidiques respectivement. Outre, en

séquestrant les ions métalliques comme le cuivre et le fer (Niki, 2010).
11.2.5.2. Les antioxydants scavenger

I1 s’agit de facteurs qui ont une forte affinité chimique pour les radicaux libres. Ils
forment avec ces radicaux tres réactifs des produits stables non radicalaires (Jadot, 1994).

11.2.5.3. Les antioxydants de novo et de réparation

Ce sont principalement les enzymes qui agissent comme troisieme ligne de défense,
en réparant les dommages, nettoyant les déchets et reconstituant les fonctions perdues
(Berger, 2006).
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1. Les moyens de détection du stress oxydatif chez les plantes

De nombreuses méthodes sont utilisees pour détecter I'accumulation de ROS. lls sont
basés sur la coloration histochimique, la fluorescence, la luminescence, la spectroscopie par
résonance paramagnétique électronique (EPR) ou des capteurs ROS (tableau 3) (Lehmann et
al., 2015).

Tableau 03 : Résumé des différentes techniques utilisées pour détecter les ROS dans les
plantes (Lehmann et al., 2015).

Product Reactive Detection

oXy gen

species
3-3 diaminobenzidine (DAB) H-04 Histochemical
Amplex red H.0, Spectrophotometrical
3-Methylbenzothiazoline hydrazine  H.,0, Spectrophotometrical
Ferrous ion oxidation (FOX) H-0- Spectrophotometrical
Ti** method H,0, Spectrophotometrical
ABTS H-04 Spectrophotometrical
Cerium (III) chloride (CeCls) H-0- Cytochemical
Nitroblue tetrazolium (NBT) 0,0 Histochemical
Dihydroethidium (DHE) Oar Fluorescence
2-Deoxyribose (DOR) OH- Spectrophotometrical
Spin trapping electron paramagnetic Oxygen free  Spectroscopy

resonance spectroscopy (EPR) radicals

Dansyl-based fluorescence sensors 0,2 10, Fluorescence
Singlet Oxygen Sensors Green (SOGS) '0, Fluorescence
Fluorescein diacetate ROS Fluorescence
Dihydrorhodamine123 ROS Fluorescence
Luminol ROS Chemiluminescence

» Coloration histochimique

Méthodes de coloration histochimique couramment utilisées pour la détection des
ROS dans les cellules végétales. Elle présente un avantage par rapport aux autres méthodes
colorimétriques et spectrométriques (Venkidasamy et al., 2019). La détection histochimique
de ROS offre la possibilité d'identifier les sites de leur production in situ dans les tissus
végétaux, mais il impose des limites & leur analyse quantitative (Kuzniak et al., 2013). Par
exemple la coloration histochimique de I'anion superoxyde dans le tissu foliaire est basée sur

la capacité des cellules a réduire le nitroblue tétrazolium (NBT). Le NBT réagit précisément
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avec le superoxyde et forme une précipité de formazan violet / bleu. Le peroxyde d'hydrogene
est généralement détecté dans les feuilles des plantes en utilisant le Diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) comme substrat. Un produit de polymérisation brun marqué est
formé par la réaction de DAB avec du peroxyde d'hydrogéne (Jambunathan, 2010).

> La fluorescence

Les sondes fluorescentes sont souvent sensibles aux oxydants et elles ne sont pas
fluorescentes avant d'étre oxydées par des especes oxygénées. Les membres les plus
largement utilisés sont le dihydroéthidium, la dichlorodihydro fluorescéine et I'Amplex Red
(bien que imperméables aux cellules). Les cellules perméables sont utiles pour refléter I'état
oxydatif des compartiments cellulaires, fournissant des informations sur la production de
radicaux sous stimulus. La plupart de ces sondes sont oxydées par un mécanisme de radicaux
libres a un électron, donnant un intermédiaire de radicaux de sonde et donnant des produits
fluorescents (Zhang et al., 2018).

Dansyl-2,2,5,5-tétraméthyl-2,5-dihydrolH-pyrrole (DanePy) est une sonde de
fluorescence ainsi qu'une sonde de résonance de spin électronique (ESR) spécifique pour la
détection de I'oxygeéne singulet. La quantité d'oxygéne singulet présente dans le mélange de
réaction est estimée par une diminution de la fluorescence initiale de DanePy. Pour la
localisation dans les tissus de la plante, l'infiltration est realisée soit par des segments de
feuilles flottants, soit par la fixation des racines dans la solution DanePy (Zulfugarov et al.,
2011).

» Chimiluminescence

L'analyse par chimiluminescence est généralement utilisée dans la détection du
superoxyde. Semblables aux tests de fluorescence, les sondes chimioluminescentes sont
sensibles aux radicaux et faciles a utiliser. Les sondes pourraient réagir avec O™ pour former
un photon, qui est capturé par un photométre ou un compteur a scintillation sans avoir besoin

d'une source de lumiere d'excitation. (Zhang et al., 2018).

» Résonance paramagnétique électronique (EPR)

Les ROS peuvent étre détectés directement par résonance paramagnétique électronique
(EPR; ou résonance de spin électronique), qui peut également étre utilisée pour surveiller les
changements dans les formes chimiques des ions de métaux de transition oxydables impliqués
dans la génération de ROS (Shulaev, 2006). En raison de la faible sensibilité de I'EPR, il est
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extrémement difficile de mesurer les radicaux hautement réactifs directement in vivo. Pour
surmonter ce probleme de sensibilité, une technique appelée piégeage de spin est souvent
utilisée (Shulaev, 2006). Dans les expériences de piégeage de spin, les ROS sont autorisés a
réagir avec des molécules de piege spécialement sélectionnées pour produire des especes
moins réactives et plus stables qui peuvent étre facilement détectées par EPR (Khan et al.,
2003 ). L'EPR est largement utilisé pour détecter les ROS dans les plantes. En général, le
chevauchement entre différents signaux du spectre EPR rend difficile la mesure quantitative
des ROS individuelles dans les plantes et par conséquent, I'EPR est souvent utilisé pour
évaluer la formation totale de radicaux libres (Muckenschnabel et al., 2002).

» Capteurs ROS

Compte tenu du role toujours croissant des flux ROS intracellulaires sublétaux lors de
la signalisation cellulaire, il est impératif de développer des cellules vivantes et des capteurs
in vivo capables de surveiller les flux ROS subtils et spatio-temporels en temps réel. De
préférence, ces capteurs doivent egalement étre capables de discerner la nature biochimique
du ROS en question (Uusitalo et Hempel., 2012). Dans le passé, les chercheurs se sont
largement appuyeés sur l'utilisation de colorants pour la détection ROS, en raison de leur
sensibilité, de leur rapport signal / bruit éleve, de leur perméabilité cellulaire et de leur facilité
de mesure. Des exemples des sondes les plus couramment utilisées sont les produits
d'oxydation de [I'hydroéthidium (HE), utilisé pour O, et le diacétate de
dichlorodihydrofluorescéine (DCFH-DA), utilise pour H.O, détection (Uusitalo et Hempel.,
2012).

» Spectrophotométrie

La détection spectrophotométrique du malonedialdéhyde (MDA) par le test a ’acide
thiobarbiturique (TBA) est la méthode la plus ancienne et la plus populaire pour mesurer la

peroxydation lipidique (Benouareth et ghanem, 2017).

2. Synthese des travaux sur le stress oxydatif chez le blé dur

Par manque de moyen et de temps, et impossibilité de finir la pratique da a la situation
sanitaire du pays et du monde, on a opté sur une petite synthése de quelques travaux qui ont
été fait sur le sujet du stress oxydatif chez le blé, par manque de temps aussi on s’est basé sur

deux travaux en particulier dont les thémes se rapprochent du notre, ces travaux sont :
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-Premier travail : Etude de D’effet d’un stress oxydatif et le systeme défensif
enzymatique chez le blé dur (Triticum durum Defs.). Par Ait Yahia et Zemmoura
2014.

-Deuxiéme travail : Effet du stress oxydatif sur différentes variétés de blé dur
(Triticum durum Desf.) et sur leurs systéemes défensifs. Par Benghersallah 2015.

A. Application du stress hydrique :

Les deux travaux ont utilisé des variétés différentes de blé dur, toutes se trouvent sur le

marché Algérien.

Dans le premier travail, le choix s’est fait sur deux variétés qui sont : Djenah Khetaifa et

Marton dur, le deuxieéme trois variétés : Hoggar, Hedba et Sigus

Le choix des traitements hydrique : pour le premier est a trois régimes hydriques a raison

de trois répétitions pour chaque traitement plus le témoin

Pour le deuxiéme, deux niveaux de traitement ont été fait sur les trois variétés tout en
conservant les autres conditions de culture : une température ambiante de 27°C et une
humidité de 49%, les plantes irriguées a saturation et a température ambiante ont été utilisées

comme témoins.

Pour les parametres de mesure du stress oxydatif on a choisi la (SOD) et (MDA) a cause

de leurs répétitions dans tous ces travaux
B. Mesure ’activité enzymatique SOD

La conservation des feuille et racines dans les deux travaux se fait dans I'azote liquide la
mesure de SOD réalisé par spectrophométrie est faite selon la méthode de Beauchamp et
Fridovich (1971), qui mesure par spectophotométric & 560 nm 1’inhibition de la réduction
photochimique du nitrobleu de tétrazolium (NBT). Une unité d’activité SOD est définie
comme étant la quantité d’enzyme nécessaire pour une inhibition de 50% du taux de réduction

du NBT pour les deux travaux

Apreés I’extraction les feuilles et racines sont broyées mécaniquement a l'aide d'un mortier,
les solutions obtenues sont ensuite conservés a -20° afin d'empécher la dégradation des

enzymes jusqu'a utilisation. Dans le premier travail les tubes sont récupérés et mis dans une
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solution tampon d’extraction, puis refroidis, I'nomogénat est centrifugé a froid. Le surnageant

ainsi obtenu est utilisé en tant que source de superoxyde dismutase (SOD).

Pour le deuxiéme travail les tubes sont conservés a -80° afin d’empécher la dégradation
des enzymes jusqu'a utilisation. Le substrat est récupéré et mis dans une solution tampon
d’extraction Tris-HCL pH =7.8, puis refroidie a 4°C. L’homogénat est centrifugé a froid
pendant 15minutes & 10.000 rpm. Le surnageant ainsi obtenu est utilisé en tant que source de
superoxyde dismutase. L’échantillon et le témoin sont exposés a I’illumination, 5 minutes
exactement, devant une lampe a néon, a une distance de 10 cm .On procéde a la lecture des
extinctions (absorbances) de I’échantillon et du témoin, a 560 nm, comparées a celles de 1’eau

distillée.
C. Dosage de malonedialdéhyde (MDA)

Pour mesurer le dosage de MDA: les deux travaux ont utilise l'appareil
spectrophometrique. Les deux travaux ont utilisé la méme méthode : L’extraction des feuilles
et racines est faite dans une solution tampon d’extraction TCA 1% sous hotte. L’homogénat
est centrifugé a froid 5 min a 10.000 rpm. Le surnageant ainsi obtenu est utilisé en tant que
source de MDA. La mesure de la concentration des MDA est déterminée en prenant 4ml de
TCA a 20% TBA 0,5%. Puis on ajoute 1 ml de surnageant, le tout est placé pendant 30min
dans un bain marie 95% .pour arréter la reaction, les tubes sont placés dans la glace puis

centrifuger a 10.000 rpm pendant 10 min.

D. Résultats
» SOD
Dans les deux travaux ’activité de la SOD est augmentée.

Dans le premier travail, ’activité du SOD est plus importante dans les racines des deux
variétés comparativement aux feuilles, cela pourrait étre expliqué par I’installation du manque
d’cau au niveau de la partie racinaire plus que la partie aérienne, car 1’eau est plus retenue
dans les feuilles. Alors que dans le deuxiéme travail, I’activité de la SOD différe d’une variété
a une autre selon le traitement et le stress appliqués. Avant I’application du stress hydrique
ainsi qu’au premier niveau de stress, ce qui est noté ¢’est la diminution de I’activité de la SOD
chez les Témoins avec une augmentation légere avant I’application du stress hydrique et une
augmentation remarquable aprés le premier niveau du stress chez une variété plus que les

autres.
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» Teneur en MDA

L'accumulation de MDA varie selon le stress et la variété, d’apres les résultats sont
obtenus dans les deux travaux.
Pour le premier travail, I’accumulation de MDA au niveau foliaire varie selon le stress et la
variété, et au niveau racinaire est observée une légere augmentation de la teneur en MDA chez
une variété par rapport un autre.

Dans le deuxieme travail on observe une diminution de la teneur en MDA aprés
Iapplication du stress hydrique pendant 2h chez toutes les variétés étudiées,
Aprés Dapplication du deuxieme niveau de stress, deux variétés ont eu le méme
comportement vis-a-vis au traitement appliqué.

D’aprés ces travaux on constate que le stress hydrigue provoque une
Augmentation des molecules oxydatifs (ROS). Cette derniére peut s’expliquer par
I’activation de mécanismes de défense par I’augmentation de d’activité enzymatique anti
oxydantes notamment la SOD et MDA provoquée par I’accumulation des ROS

Et ceci est confirmé encore dans plusieurs autres travaux.

3. La relation entre stress hydrique et stress oxydatif

De nombreuses études rapportent une augmentation de I'accumulation de ROS et du
stress oxydatif sous le stress de la sécheresse (Cruz de Carvalho, 2008). Le stress dd a la
sécheresse, comme d'autres types de stress abiotique, exacerbe la production d'espéces
réactives de l'oxygéne (ROS) telles que le superoxyde (O2), L'oxygéne singulet (*Oy), le
peroxyde d'hydrogéne (H20>) et les radicaux hydroxyles (OH") & des niveaux qui dépassent
souvent la capacité de récupération de l'usine (Hasanuzzaman et al., 2013). En effet, le stress
hydrique conduit généralement a un stress oxydatif dd a : la fermeture des stomates, ce qui
entraine une réduction excessive de la chaine d'électrons photosynthétiques et la formation

accrue des ROS dans les chloroplastes et les mitochondries (Bouchemal et al., 2018).

Des contraintes biochimiques peuvent limiter plus directement la fixation
photosynthétique du CO». Un exces d'énergie peut résultat, qui est potentiellement nocif pour
le photosystéme (PSII) en raison de la sur-réduction de la chaine d'électrons photosynthétique
et augmentation de la production d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) dans les
chloroplastes. De plus, les mitochondries et les peroxisomes sont également des producteurs
potentiels de ROS (Pinheiro et al., 2004).
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Le deficit hydrique induit des dommages oxydatifs et augmente la peroxydation
lipidique membranaire. Les plantes atténuent les conséquences induites par le stress de la
sécheresse grace a leur capacité d'adaptation, généralement régie par I'efficacité du systéme de
défense antioxydant, y compris les enzymes de piégeage (ROS) (telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la peroxydase, (POD) et l'ascorbate peroxydase (APX)
et des composants non enzymatiques tels que la proline et les caroténoides. En période de
stress de secheresse, la croissance des plantes et les relations hydriques jouent un rdle clé dans
la modulation du mécanisme de défense antioxydant (Noble Amoah et al., 2019).

Un stress hydrique sévéere peut entrainer l'arrét de la photosynthése, I'apparition d'un
trouble du métabolisme jusqu'a la mort de la plante. Les dommages oxydatifs, souvent
associés a plusieurs stress abiotiques comme la salinité, la température élevée ou le stress da a
la sécheresse, ont un effet secondaire grave sur les cellules. Le stress oxydatif s'accompagne
de la formation de ROS tels que O -, 'Oz, H2 O, OH". Les espéces réactives de I'oxygéne sont
produites comme un produit normal du métabolisme cellulaire des plantes (Mattos et
Moretti, 2016).

Pour protéger l'appareil photosynthétique de l'oxydant stress, les plantes doivent
dissiper l'excés d'énergie lumineuse. Cela peut étre obtenu par régulation a la baisse de
I’efficacité¢ photochimique au moyen du cycle de la xanthophylle ou par maintien du flux
d’¢électrons faisant intervenir des voies alternatives telles que la photorespiration et la réaction
a la peroxydase de Mehler. Cependant, les deux voies conduisent a une production accrue de
ROS comme le superoxyde (O2) et H202 (Pinheiro et al., 2004). Faire face avec ROS, les
plantes sont dotées d'un complexe enzymatique systeme antioxydant comprenant les
superoxydes dismutases (SOD), qui catalysent la réaction d'O, a H.O; et a la catalase (CAT)
et l'ascorbate peroxydase (APX), qui fonctionnent pour détoxifie le H.O, produit. Une
peroxydase de type gaiacol (GPX) peut également participer a I'élimination de H2O..
L'ascorbate peroxydase a une affinité beaucoup plus élevée pour H20, que CAT ou GPX, et
dépend de l'ascorbate (Asc) et un systéme de régénération Asc actif qui fournit en permanence
suffisamment d'Asc. La glutathion peroxydase peut éliminent également les hydroperoxydes
cytosoliques tels que H20- et hydroperoxyde de lipides, utilisant le glutathion (GSH) comme
cosubstrat. De plus, la désintoxication des ROS peut étre effectuée par moyens de molécules
antioxydantes, a la fois lipophiles (a-tocophérol, b-caroténe) et hydrophiles (Asc, GSH).
Echec dans le systéme de défense antioxydant peut entrainer une oxydation dommages a

plusieurs constituants cellulaires tels que les protéines, I'ADN et lipides membranaires. Si le
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stress d0 a la sécheresse progresse lentement, un éventail d'acclimatations morphologiques et
physiologiques dépendant du temps des réponses peuvent survenir, élargissant ainsi largement

la gamme et le type de réponses végétales qui peuvent avoir lieu avec le sol pénurie d'eau
(Pinheiro et al., 2004).
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Conclusion et perspectives :

La relation entre le stress hydrique (sécheresse) et le stress oxydatif et les différents
mécanismes de tolérance et d’adaptation sont traités et révélés par cette étude bibliographique,
de quelques travaux sur des végétaux en générale et sur le comportement de certaines variétés
de blé dur (T.Durum).

Les techniques les plus utilisés pour détecter I'accumulation de ROS chez les plantes,
sont : la fluorescence, la luminescence, la spectroscopie par résonance paramagnétique
électronique (EPR) ou des capteurs ROS, mais surtout les méthodes de coloration
histochimique et par spectrophotométrie. Ses techniques sont utilisées chacune pour détecter
un type specifique de ROS dans la plante, par exemple la spectrophotométrie sert a révéler les
SOD et MDA.

Lors de I’étude de travaux effectués sur le theme de I’effet de la sécheresse sur le
comportement oxydatif chez le blé, notre choix s’est basé¢ sur deux avec des parametres
répetés qui sont : le SOD et la MDA, en utilisant les techniques spectrophotométriques. Les
résultats obtenus ont revelé surtout que Iactivité de la SOD et MDA différe d’une variété a

une autre selon le traitement et le niveau de stress appliqués.

En conclusion on peut dire que selon ces travaux le stress hydrique provoque une
augmentation des molécules oxydatifs (ROS). Cette derniére peut s’expliquer par I’activation
de meécanismes de défense par augmentation de Pactivité enzymatique anti oxydante
notamment la SOD et MDA provoquée par I’accumulation des ROS, c'est-a-dire, il y’ a une
relation entre le stress hydrique et le stress oxydatif et cela se manifeste lors de la sécheresse,
comme par d'autres types de stress abiotique, qui exacerbe la production d'especes réactives
de l'oxygene (ROS) telles que le superoxyde (Oz), l'oxygéne singulet (*O), le peroxyde
d'hydrogene (H20>) et les radicaux hydroxyles (OH") par des niveaux différents selon le type
de variété et le niveau de stress appliqué .Généralement le stress hydrique conduit au stress
oxydatif dd a la fermeture de stomate donc provoque la réduction de la chaine d'électrons
photosynthétiques et la formation accrue des ROS dans les chloroplastes et les mitochondries.
Le déficit hydrique induit des dommages oxydatifs et augmente la peroxydation lipidique

membranaire.

Les plantes atténuent les conséquences induites par le stress de la sécheresse grace a

leur capacité d'adaptation, régie par le systétme de défense antioxydant telles que la
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superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la peroxydase, (POD) et l'ascorbate
peroxydase (APX)) et des composants non enzymatiques tels que la proline et les
caroténoides. L’échec dans le systéeme de défense antioxydant peut entrainer une oxydation
qui endommage plusieurs constituants cellulaires tels que les protéines, I'ADN et lipides
membranaires.

Et comme ce travail n’est qu’une étude bibliographique de I’effet de la sécheresse sur
le blé dur, il est recommandé de faire des tests expérimentaux réels pour mieux définir cette
relation, en étudiants d’autres paramétres biochimiques si possible et en utilisant d’autres
techniques de détestation de stress oxydatif et plonger plus dans la relation qui lie entre le
stress hydrique et le stress oxydatif.
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Annexe.01

Partie expérimentale :

I. Matériels végétale

Deux variétés de blés dur ( Triticum durum) ont fait I’objectif de cette étude, et sont :

Simeto et Cirta

GIMETO CIRTA

1. caracteristiques des variéetés utilisées :
Les caractéristiques des variétés utilisées sont regroupées dans les tableaux suivants :

Tableau 01: Caractéristique de chaque variété

Varieté Simeto Cirta

Obtenteur IOA ITALIO ITGC KHROUB
Origine Italie Algérie
Demandeur ITGC ITGC

Année d’inscription 2001 1999




Tableau 02: Caractéristique agronomique et culturale de la variété SIMETO

Caractéristique agronomique et | Caractéristique culturale

technologique

<+ Rendement : Elevé Résistance aux maladies :

<+ Poids de mille grains(PMG) : Elevé < Oidium sur feuille : Moyennement

= Qualité semouliére : Trés bonne sensible.

<+ Mitadinage : Résistante < Oidium sur épi : Résistante.

< Teneur en protéines : 15.80% %+ Rouille brune : Moyennement
sensible.

< Septoriose : Moyennement sensible.

2. Conduite et Organisation des essais
> Expérimentation 01 : (étude du stress hydrique sous serre) :

L’expérimentation est conduite sous serre dans 19/2/2020. A I’exploitation de I'université de

Guelma.

Figure. La serre dans laquelle I'expérience a été menée




> mise en place du dispositif expérimental :

Des pots en plastiques de (10) cm de diamétre et de (8) cm de hauteur sont remplis par une

quantité de 300g de tourbe

Figure. Préparation de la tourbe
» Application du stress
Le semis a eté realiseé le : 19/02/2020.

Nous avons placé 32 pots sous serres (16 pots pour chaque variété) et nous avons faire

I’irrigation réguliérement 2 fois par semaine jusqu’a I’obtention du stade troisieme feuille



Figure. Germination du blé
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