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Résumé

Ce travail est une étude bibliographique du stress oxydatif chez les végétaux, résultant
des effets de I’environnement. La réaction oxydative se traduit par un déséquilibre entre les
systéemes de défense antioxydants et la production de radicaux libres, qui peut étre di a un
déficit en antioxydants alimentaires, & une production endogene excessive ou a une exposition
a des facteurs pro-oxydants environnementaux. Le cas de cette étude sur des racines de (vicia

faba) exposée a un stress oxydatif induit par le plomb.

Les résultats montrent que le plomb provoquait une augmentation rapide et dose-
dépendante de la production de chimiluminescence. Dans cette étude, des inhibiteurs
specifiques d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) putatives ont été utilisés pour déterminer le

mécanisme de génération de ROS induite par le plomb.

Mots clés : Plomb, stress oxydatif, (vicia faba), peroxydation lipidique, NADPH
oxydase, Espéces Réactives de 1’Oxygene, ROS



Abstract

his work is a bibliographical study of oxidative stress in plants, resulting from the effects
of the environment. The oxidative reaction results in an imbalance between antioxidant defense
systems and free radical production, which may be due to a deficiency in dietary antioxidants,
excessive endogenous production, or exposure to environmental pro-oxidant factors. The case

of this study on the roots of (vicia faba) exposed to oxidative stress induced by lead.

The results show that lead caused a rapid and dose-dependent increase in the production
of chemiluminescence. In this study, putative reactive oxygen species (ROS) specific inhibitors

were used to determine the mechanism of lead-induced ROS generation.

Keywords: Lead, oxidative stress, (vicia faba), lipid peroxidation, NADPH oxidase,

Reactive Oxygen Species, ROS
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Introduction

Le stress oxydatif désigne I'ensemble de la physiologie, du métabolisme ou des troubles
provoqués par des organismes (parasites, agents pathogénes) ou des organismes non vivants
(salinité, sécheresse, température, pollution, etc.) dans I'organisme (Marouf et Reynaud,
2007).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre la
production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et sa destruction par le systeme de défense

antioxydant (Bonnefont et al., 2003).

Le stress oxydatif est a I'origine de plusieurs stress abiotiques (sel, métaux lourds, stress
hydrique...), les cellules végétales mettent donc en ceuvre plusieurs systémes de détoxification,
comme les métabolites secondaires, qui jouent un réle vital dans l'effet de détoxification

réactive.

La détoxication des ERO constitue un élément clé de défense des plantes contre les stress
abiotiques. Les enzymes responsables de cette détoxication nommeées antioxydants incluent le
superoxydedismutase (SOD), la catalase (CAT), et des enzymes du cycle ascorbate-glutathion
(Hernandez et al., 2001).

Comme chez le régne animal, les plantes posseédent également de nombreux composés

et enzymes capables d’empécher la production des ERO ou de la controler.

Parmi ces composés la présence de plomb dans les plantes induit la production
d’Espéces Réactives de 1’Oxygéne (ERO) perturbant le statut redox des cellules, ce qui
occasionne un stress oxydatif (Seregin et Ivanov.2001; Sharma et Dubey.2005).

La feve (vicia faba), une plante de plus en plus utilisée en écotoxicologie et qui s’est
avérée sensible a de faibles concentrations en plomb (Loudes, 2002; Pourrut,
2003).particulierement les (vicia faba) ont des effets protecteurs importants gréace a leur teneur
élevée en antioxydants (Vangdal et Slimestad, 2006).

Ce travail est une étude bibliographique dont 1’objectif est de voir ’effet du stress
oxydatif chez les vegétaux induit par un les effets de I’environnement, notre choix a été sur un

travail préalablement réalisé sur les effets de I’exposition des racines de (Vicia fab) a au Plomb .



Introduction

Nous avons divisé ce travail en deux chapitres :
Nous proposons dans le premier chapitre aprés I’introduction une revue bibliographique dans
le sens de la compréhension de stress oxydatif et leurs effets et des mécanismes. Nous avons
également présenté de facon générale la plante (vicia faba) (systématique, description

botanique, composition chimique ...... ect).

Dans le deuxieme chapitre une analyse bibliographique, ou on expose quelques
techniques pour étudier le stress oxydatif, et une petite analyse d’un travail fait sur cet axe et

les résultats obtenus.

Et enfin une conclusion



Chapitre 01 :

Etude bibliographique




Chapitre 01 Etude bibliographique

1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est une condition anormale. Lorsque la génération de radicaux
libres oxygénés endogenes ou exogenes dépasse sa capacité antioxydante, il traverse parfois
nos cellules ou I'un de nos tissus. Les radicaux libres oxygénés sont des especes hautement
toxiques. Ce dernier est I'incapacité a neutraliser la defense systéme qui cause de grands
dommages aux macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant une expression
anormale des génes et des récepteurs membranaires, la prolifération et la diffusion
cellulaires, la mort cellulaire, les troubles immunitaires, la mutagenése et le dép6t de
protéines dans les tissus (Favier, 2006) ; a cette fin, afin de se protéger des effets toxiques
de I'oxygéne, les organismes ont développé un systéme de défense capable de réguler la
production de ROS (especes réactives de l'oxygene). Ces systémes sont composés
d'antioxydants, d'oligo-éléments et de protéines (Pincemail et al., 2003).
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2. Origine du stress oxydatif

Il existe de nombreuses sources de stress oxydatif, telles que la surproduction de pro-
oxydants inflammatoires endogénes, les carences nutritionnelles en antioxydants ou encore
I'exposition environnementale & des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, drogues, rayons
ultraviolets, pesticides, 0zone, etc.), I'amiante. métaux toxiques) (Magder, 2006) voir Figure
1.

( cellule .\ nutrition
Hg Pb Glutathion Oligoéléments
[S : : J
cd i Thioredoxine Se Y
G SOD, GPx Cu \ ey
7 L e \ Ferritine ) Zn \ ':
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stress /
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phagocytose

Figure 1: La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

3. Le statut redox cellulaire

Commencant il y a 1,8 milliard d'années, I'augmentation progressive de la teneur en
oxygene de l'atmosphére terrestre a permis le développement du métabolisme aérobie.
L'émergence de ce métabolisme aérobie est une adaptation aux nouvelles contraintes
environnementales. Par rapport au métabolisme anaérobie, il présente également des
avantages importants car il peut augmenter considérablement la quantité d'énergie (ATP)
produite. Le développement actif de I'efficacité des mécanismes de production d'énergie a
favorisé le développement d'organismes multicellulaires complexes. Cependant, le peroxyde
d'hydrogéne n'est pas un gaz neutre et sa réactivité conduira a la formation d'oxygéne actif,
qui réagira avec les composés biologiques et causera un certain degré de dommages
(Pourrut,2008).
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3.1. Les Espéces Réactives de ’Oxygene
3.1.1. ERO ou radicaux libres ?

Les ERO sont souvent associées aux radicaux libres. Le terme de radical libre renvoie
a n’importe quelle espéce capable d’une existence indépendante (d’ou le terme de libre)
contenant un ou plusieurs électrons non appariés (Halliwell, 2006). Un électron non apparié
est un ¢€lectron qui occupe seul, une orbitale atomique ou moléculaire. L’exemple le plus
simple de radical libre est I’hydrogéne qui posséde un seul électron non apparié sur sa couche
orbitale externe. Ainsi, si les radicaux libres ne sont pas forcément associés a des especes
dérivant de I’oxygene, la notion de réactivité n’est pas forcément relative aux radicaux. Les
ERO désignent a la fois des espéces radicalaires de I’oxygeéne (O2, O2.") et des especes non
radicalaires (O2%, 102) voir Figure 2. Ainsi, tous les radicaux oxygénés sont des ERO, mais
tous les ERO ne sont pas des radicaux.

e 0s e 6
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(*£g0,) (1390;\! superoxyde peroxyde (129'02)

(97) (0?)

Figure 2: Version simplifiée de la structure électronique de la molécule de
dioxygene et de quelques dérives (d’apres Helliwell, 2006)

La forme stable de dioxygene que nous connaissons, dite triplet, est un biradical libre
possédant deux électrons non appariés avec des spins paralléles. Sous cette forme, le
dioxygeéne est un puissant agent oxydant. Cependant, en vertu des regles de restriction de
spin de Wigner, et du fait de sa structure électronique, 1’oxygeéne fondamental possede une
forte inertie vis-a-vis des molécules biologiques, pour la plupart non radicalaires. Sa
réactivité est limitée aux molécules capables d’apporter un ou deux électrons non appariés,

et dont le spin est antiparalléle aux siens (Halliwell, 2006).

La réactivité des espéces chimiques qui dérivent de ce dioxygene est, elle aussi,

relative. En effet, I’anion superoxyde (O2") et le peroxyde d’hydrogéne (H202) sont trés
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sélectifs dans leurs réactions avec les molécules biologiques et ne vont, par exemple,
interagir qu’avec quelques enzymes. Au contraire, le radical hydroxyle (‘OH) réagit avec

toutes les molécules présentes a proximité (Halliwell, 2006).
3.1.2. Les différents types d’ERO
3.1.2.1. Les ERO primaires

Différents types d’ERO, plus réactifs que 1’02, peuvent étre formés dans les
organismes vivants. Certaines, directement déerivées de la molécule de dioxygéne, sont
appelées ERO primaires. Dans un premier temps, un apport énergétique réorganise les
électrons de la molécule de dioxygene pour former une des deux formes du dioxygéne
singulet (Foote et al., 1985 ) voir Figure 2. Cependant, 1’état singulet 'Zg*O> est trés instable
et se transforme rapidement en *tAgO; voir Figure 3. Cette derniére forme singulet qui peut
se retrouver dans les tissus biologiques, est plus communément écrite sous la forme 1O,. Le
passage a la forme singulet enléve la contrainte de restriction de spin, et Oz peut réagir
directement avec les composants cellulaires. La réactivité du dioxygéne singulet étant trés
importante, sa concentration cellulaire peut étre considérée comme négligeable (Foyer et
Noctor, 2005).

Oxygene singulet
L-9-1 oO:Tl
1zg+O, 1ago,
\ / e e e e-
02 B ——— 02-— — H202 —m O — HZO
T-0:6- 7T T o> H: OO H -G H H:O:H
x g Anion Peroxyde Radical
Driox ne
yae superoxyde d'hydrogéene hydroxyle Eau

Figure 3: Schématisation de la transformation énergétique ou chimique (réductions

successives) de la molécule de dioxygéne dans un systeme biologique. (Pourrut,2008).

Au cours de divers processus physiologiques, un électron peut également étre
transféré au dioxygene, ce qui conduit a la formation de I’anion radical superoxyde Oz~
(Figure 2 et Figure 3). Le potentiel redox du couple Oz~ / H20- est de +0,94V (Foyer et
Noctor, 2005). Sa réactivité est limitée et spécifique a certaines molécules biologiques
comme les enes et diénes, certains acides aminés comme le tryptophane, 1’histidine ou la

méthionine ou les lipides, avec qui il peut former des hydroperoxydes (Van Breusegem et
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al., 2001). L’anion superoxyde possede une demi-vie courte, d’environ 2 a 4 us, et ne peut
pas réellement diffuser dans la cellule (Van Breusegem et al., 2001). Sa concentration
cellulaire est inférieure a 1 nM (Foyer et Noctor, 2005).

L’addition d’un nouvel électron au radical superoxyde permet de former 1’ion
peroxyde (O2%) avec un affaiblissement de la liaison O-O. Dans les systémes biologiques,
les réactions ne s’enchainent pas de la méme manieére, et la réduction de 1’02 par deux
électrons ou la réduction d’O2~ conduit & la formation d’H20; plutét que d’02 > (Figure 3).
Le potentiel redox du couple H,0%-OH est de + 0,54 V (Foyer et Noctor, 2005). La
réactivité du peroxyde d’hydrogene est faible et due essentiellement a sa capacité a oxyder
les groupements thiols (-SH). Cette molécule relativement stable posséde une durée de vie
d’environ 1 ms, permettant une diffusion sur une certaine distance a partir du site de
production (Van Breusegem et al., 2001). La concentration moyenne intracellulaire en H20»
est de I’ordre de 0,5 uM (Mittler, 2002) mais peut varier de 0,1 a 100 uM (Foyer et Noctor,
2005).

L’addition de deux nouveaux électrons élimine la liaison O-O et conduit a la
formation de deux ions oxydes (O%). De la méme maniére, dans les systémes biologiques,
la réduction de 1’02 par quatre électrons ou celle de I'H20> par deux électrons conduit a la

formation d’eau (Figure 3).

Compte-tenu de leurs relatives faibles réactivités, la toxicité de 1’anion superoxyde et
du peroxyde d’hydrogene est essentiellement due a leur capacité a générer une autre ERO,
le radical hydroxyle (Figure 3). Toutefois, cette génération est catalysée par la présence de
métaux de transition comme le cuivre ou le fer. Dans un premier temps, Oz~ réduit un ion
métallique qui va, par la suite, pouvoir étre oxydé par H20», via la réaction de Fenton (Figure
4). La somme de ces deux réactions, appelée réaction d’Haber-Weiss, aboutit a la formation
d’OH.

Réaction de Fenton M™ + HyQy — OH™ + *OH + MUt
Réduction par le Superoxyde Oy + MOTUT — 0 4 M
Réaction de Haber-Weiss 0, + Hy0y — OH™ + *OH + Oy

Figure 4: Réaction d’Haber-Weiss conduisant a la formation du radical hydroxyle M

correspond & un métal de transition (essentiellement le cuivre et le fer). (Pourrut,2008).
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Si les auteurs ne s’accordent pas sur le temps de demi-vie de ce radical hydro (<1 ps
a <1 ns) , tous s’entendent sur son extréme réactivité et son tres fort pouvoir oxyda
(E.OH/H20 = + 2,20V). Il interagit fortement et trés rapidement avec toutes les molécules
biologiques. Ainsi, sa concentration cellulaire est considérée comme négligeable (Foyer et
Noctor, 2005).

3.1.2.2. Les ERO secondaires

Les ERO secondaires correspondent aux ERO formées par réactions entre les ERO
primaires et les composés biochimiques de la cellule. Le Tableau 1 présente quelques ERO
secondaires. Contrairement aux ERO primaires, produites de facon réguliére et en quantité
importante par les cellules végétales, les ERO secondaires sont seulement formées dans des
conditions particuliéres. Mis a part certains peroxydes organiques, trés peu d’études se sont

intéressées a ces ERO, et leur importance biologique est discutable (Halliwell, 2006)

Les Espéces Réactives de 1’ Azote (ERA) sont également présentées dans le Tableau
1. Ces espéces particulieres, possédant a la fois des capacités oxydantes et nitrifiantes,
devraient plut6t étre dénommées Especes Réactives de 1’Oxygene et de 1’ Azote( Halliwell,
2006).

Tableau 1: Présentation de quelques espéces réactives de I’oxygene (ERO) et de 1’azote
(ERA) radicalaires ou non (adapté d’apres Halliwell, 2006)

Especes radicalaires Especes non radicalaires
ERO: ERO:
Carbonate, CO3~ Acide hypobromeux, HOBr
Peroxyl, RO Acide hypochloreux, HOCI
Alkoxyl, RO Peroxydes organiques, ROOH
Radical dioxyde de carbone, CO>~ Peroxynitrite, ONOO"

Peroxynitrate, Oo.NOO"

Acide peroxynitreux, ONOOH

Peroxomonocarbonate, HCOOCO: -

ERA: ERA:
Oxyde nitrique, NO Acide nitrique, HNO>
Dioxyde nitrique,.NO? Cation et anion nitrosyle, NO* et NO
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Radical nitrate,.NO3 Tétraoxyde et trioxyde d’azote, N2O4 et N2O3

Peroxynitrite, ONOO-

Peroxynitrate, Oo.NOO"

Acide peroxynitreux, ONOOH

Cation nitronium, NO, *

Chlorure de nitrile, NO,CI

Ces dix derniéres années, le role physiologique de 1’oxyde nitrique (NO) a été
particulierement étudié chez les plantes (Crawford et Guo,2005 ; Delledonne, 2005;
Shapiro et Gerald, 2005; Yamasaki et Cohen, 2006; Arasimowicz et Floryszak-
Wieczorek, 2007). 1l apparait que le NO joue un réle essentiel en tant que molécule de
signalisation. L’oxyde nitrique peut également interagir avec Oz~ pour former du

peroxynitrite (Beckman et Koppenol, 1996) :
'NO + Oz — ONOO

A un pH physiologique, le peroxynitrite se protone rapidement pour former de 1’acide
peroxynitreux. Ce puissant agent nitrifiant et oxydant peut altérer directement de
nombreuses molécules biologiques. 1l peut également générer des dommages indirects en
subissant une fission homolytique produisant deux puissants agents oxydants, le dioxyde

nitrique et le radical hydroxyle (Beckman et Koppenol, 1996) :
ONOOH —.NO2 +.0H

Ainsi, les voies de production d’ERO et d’ERA primaires sont fortement
interconnectées. C’est pour cette raison qu’une partie des ERA est considérée comme des
ERO par certains auteurs (Tableau 1). Néanmoins, la quantit¢é d”OH provenant de cette
voie, ainsi que la quantité d’ERA produite, est faible dans les tissus végétaux. En effet, la
quantité deNO générée est de ’ordre de quelques nmol.g>.h* (Vanin et al., 2004) , alors
que la quantité d’O2 " produite est de I’ordre de plusieurs centaines de uM.s (Mittler, 2002)
; la teneur moyenne des cellules végétales en H20> est de I’ordre de plusieurs micromolaires
(Foyer et Noctor, 2005). Pour cette raison, la suite de cette revue bibliographique sera

uniquement consacrée aux ERO primaires.
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3.2. Potentiel redox intracellulaire :

Les organismes aérobies les plus évolués ont di developper des systemes de
conduction des nutriments mais également de 1’oxygeéne, pour s’assurer de sa distribution
dans I’ensemble de 1’organisme (systémes vasculaires). Posséder de tels systemes de
distribution est un avantage, car ils permettent de réguler les flux de dioxygene parvenant
aux cellules. Cependant, les systéemes de régulation n’empéchent pas la production d’ERO
au niveau cellulaire. La quantité d’H>O; produite est assez importante, conduisant a une
concentration moyenne de I’ordre du micromolaire. Cette concentration non négligeable de
molécules oxydantes a conduit & des adaptations au niveau cellulaire. Toutes les cellules
d’organismes aérobies contiennent des concentrations importantes de molécules possédant
un fort pouvoir réducteur, comme les couples GSH/GSSG (glutathion réduit/glutathion
oxydé) , NAD(P) /INAD(P) H (nicotinamide adenine dinucléotide (phosphate) oxyde/réduit)
, TRXox/TRXed (thiorédoxine oxydée/réduite) et Fdox/Fdrea (ferrédoxine oxydée/réduite)
(Tableau 2). Contrairement aux cellules animales, les cellules végeétales, et en particulier les
cellules chlorophylliennes, contiennent de trés grandes quantités d’ascorbate
(Déhydroascorbate/Ascorbate) (Foyer et Noctor, 2005).

Tableau 2: Valeur des potentiels redox et gamme de concentration des principaux couples
redox rencontrés dans les cellules végeétales (adapté d’apres Foyer et Noctor, 2005).

Couple redox (uM) | Potentiel redox (V) | Gamme de concentration cellulaire
DHA/ASC -0,10 10000-20000
GSSG/GSH -0,24 2000-5000
NAD(P) /INAD(P) H -0,32 200-500
TRXox/TRXred -0,33 10-100
Fdox/Fdred -0,42 10-100

Le potentiel redox intracellulaire, ou statut redox, est la résultante de 1’état redox des
couples oxydo-réducteurs présents dans la cellule. Cette notion peut s’apparenter a la notion
de pH cellulaire associée aux couples acido-basiques. En pratique, les conditions redox
régnant dans la cellule sont évaluées par le rapport des concentrations des formes oxydées
et réduites des couples redox prépondérants, comme ceux du glutathion et de 1’ascorbate

(Noctor, 2006). Du fait de leurs fortes concentrations cellulaires, les deux couples

11
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GSSG/GSH et DHA/ASC agissent comme des tampons redox, a I’instar des tampons acido-

basiques.

Il existe une trés forte interconnexion entre les ERO et les molécules réductrices. Par
exemple, le GSH et I’ascorbate sont capables de réduire directement 1’anion superoxyde et
le peroxyde d’hydrogene. IIs servent également de co-substrats aux enzymes antioxydantes
détoxiquant les ERO. Ainsi, de par leur potentiel oxydant et via leurs interactions avec les
couples redox majoritaires, les ERO contribuent a 1’établissement potenticl redox
intracellulaire. 1l résulte, de ces diverses interactions, une homéostasie redox cellulaire. Le
potentiel redox cellulaire détermine les proportions relatives des especes oxydées ou réduites
de chaque couple redox. Ces proportions dépendent des potentiels redox (E°) de ces couples.
Cette fonction du potentiel redox cellulaire est particuliérement importante, car I’activité de
nombreuses protéines, et en particulier de nombreux facteurs de transcription, est régulée
par leur état redox (Foyer et Noctor, 2005 ; Noctor, 2006). Ainsi, dans des conditions
normales, le cytoplasme cellulaire est un milieu tres réducteur, ce qui a pour conséquence
de maintenir la grande majorité des groupements thiols a 1’état réduit (Foyer et Noctor,
2005).

4. Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydatif entraine une quantité excédentaire d’oxygene (ERO) qui conduit a

des dommages oxydatifs a I’ ADN, protéines, lipides. (Tomomi et al., 2017).

L’oxydation des lipides polyinsaturés, en présence d’oxygene, est un processus
radicalaire de réactions en chaine, connue sous le nom de peroxydation lipidique, qui se

décompose en trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison

La phase d’initiation est due a I’attaque d’une espéce radicalaire (radicaux
hydroxyles, alcoxyles, peroxyles, I’oxygeéne singulet ou le peroxynitrite) suffisamment
réactive pour arracher un hydrogéne du groupement méthylene bis-allylique situé en o d’une
double liaison (hydrogene le plus labile) d’un acide gras polyinsaturé (LH) pour former un
radical pentadiényl (radical centré sur I’atome de carbone Le). Ce radical se stabilise par
réarrangement intramoléculaire en formant un diéne conjugué capable de réagir facilement
avec 1’oxygene pour donner un radical peroxyle, LOO- Ce dernier peut a son tour arracher
un hydrogéne d’une autre molécule d’acide gras adjacente (L’H) , créant ainsi une réaction

en chaine (propagation) ; la combinaison du radical peroxyle avec 1’atome d’hydrogéne

12
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conduit a la formation d’un hydroperoxyde lipidique (LOOH) qui, sous I’action des métaux
(Fe?* ou Cu*) , forment des radicaux alkoxyles (LO’) et hydroxyles (HO-). Les radicaux
peroxyles peuvent aussi conduire a des peroxydes cycliques. Enfin, des phases terminales
de dégradation conduiront a des aldéhydes, parmi lesquels on peut citer le dialdéhyde
malonique (ou malondialdéhyde ou MDA) (phase de terminaison) (Figure 5) (Michel et al.,
2008).

La peroxydation lipidique peut créer des altérations de la membrane telles que la
modification de sa fluidité, mais aussi I’inactivation de récepteurs ou d’enzymes. Les
produits de peroxydation lipidique, en particulier les produits terminaux stables, tels que des
aldéhydes a, B-insaturés (malondialdéhyde ou MDA) peuvent étre mesurés dans le plasma

et les urines en tant que marqueurs du stress oxydant (Dalle-Donne et al., 2006).

L'oxydation des protéines est définie comme une modification covalente d'une
protéine induite par des REO ou des sous-produits du stress oxydatif. La plupart des types
d'oxydes protéiques sont essentiellement irréversibles, alors que quelques-uns impliquant
des acides aminés soufrés sont réversibles. La carbonylation des protéines est largement
utilisée comme marqueur de I'oxydation des protéines (Mgller et al., 2007)

L'oxydation d'un certain nombre d'acides aminés protéiques, en particulier Arg, His,
Lys, Pro, Thr et Trp, donne des groupes carbonyle libres qui peuvent inhiber ou modifier
leurs activités et accroitre leur sensibilité a l'attaque protéolytique. La carbonylation des
protéines peut se produire en raison de lI'oxydation directe des chaines latérales d'acides
aminés (par exemple, la proline et l'arginine) (Shringarpure et al., 2002). Quel que soit
I'emplacement de la synthese et de I'action ERO, les ERO sont susceptibles de cibler les
protéines composees par des acides aminés contenant du soufre et des groupes thiol. Cys et

Met sont assez réactifs surtout avec O, et OH: (Gill et al., 2010).

Les dommages oxydatifs de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) peuvent etre causses
par les dommages des ERO (Jean, 2012). L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO.
La guanine, par exemple, peut réagir avec OH' Pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine
(8- OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant
des mutations au sein de I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique
impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007) , voir

Figure 6.
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Figure 5: Phases d’initiation, de propagation et de terminaison de la peroxydation
lipidique. Re : radical initiateur (ERO) ; LH : acide gras polyinsaturé; Le : radical
lipidique ; LOOs : radical peroxyle ; LOOH : hydroperoxyde ; LOe : radical
alkoxyle; *OH : r (Michel et al., 2008).
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Figure 6: Nature de quelques modifications des chaines latérales, d’acides aminés des

protéines apres attaques radicalaires (favier, 2003).
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Figure 7: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules. (Favier, 2003).

5. Mécanismes de défense contre le stress oxydatif

Pour contourner les dommages causeés par les ROS, la cellule fait appel a des systemes
de defense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la
capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible
(Halliwell et al., 2007). Ainsi, les antioxydants servent a controler le niveau des espéces

réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Tang et al., 2010).
5.1. Systemes de défense par des enzymes antioxydants

Les enzymes antioxydantes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation

d’eau et d’oxygeéne moléculaire.
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5.1.1. Superoxyde dismutase

Les superoxydes dismutases (SODs) sont une classe d'enzymes apparentées qui
catalysent la dégradation de I'anion superoxyde en O et H2O2 Les cellules humaines
possedent une enzyme SOD mitochondriale ayant le manganése dan son site actif (MnSOD)
ainsi qu’une enzyme SOD cytosolique et une SOD extarcellulaire ayant le cuivre et le zinc
( Cu-ZnSOD) comme coenzymes (Favier , 2003). Due a sa relative stabilité, le H2O>
produit par les SODs est régulé enzymatiquement par les catalases et les peroxydases. Les
catalases sont des enzymes localisées dans les peroxysomes et catalysent la conversion du
H202 en H;0 et Oo.

Tandis que les glutathion peroxydases éliminent le H2O- par son utilisation dans 1’oxydation
du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) et requierent le sélénium dans leur

site actif pour cette activité. ( Aruoma et al.,1999).

5.1.2. La catalase

La catalase est une enzyme commune dans presque tous les organismes vivants
Exposé sa I’oxygéene (Switala et al., 2002). Elle joue un réle trés important dans la protection
de la cellule contre les dommages oxydatifs par des ROS et posséde I'un des nombres les
plus élevés de turnover de toutes les enzymes ; une molécule de catalase peut convertir des
millions de molécules de peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene chaque seconde
L’enzyme est un tétramére contenant quatre groupes de porphyrine heme (fer) qui lui
permettent de réagir avec le peroxyde d'hydrogene. Son pH optimal varie entre 6.8 et 7.5 et
sa température de. 45 ° (AebiH et al., 1984.) (GaetaniG et al.,1996) Le réle cellulaire de la
catalase est de convertir rapidement le peroxyde d'hydrogene, un sous-produit nocif de
nombreux processus metaboliques, en d'autres substances moins dangereuses afin d’éviter
d'endommager les cellules et les tissus (Gaetani,1996). Une carence en catalase peut
augmenter la probabilité de développer un diabéte de type 2 (Laszl6 et al.,2001) La catalase
se trouve genéralement dans les peroxysomes, soit, les cellules végétales impliquees dans la
photorespiration (l'utilisation de I'oxygeéne et la production de dioxyde de carbone) et la
fixation symbiotique de l'azote (Alberts ,2002). Elle est appliquée dans la production du

fromage et d’autres applications.
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5.1.3. Peroxydase (POX)

La superfamille dite des « peroxydases de plantes, champignons et bactéries»
(Welinder, 1992). Est composée de protéines présentant toutes une structure similaire
tridimensionnelle (Edwards,1993) (Smulevich,2006). Elles réduisent 1’eau oxygénée en
eau, mais oxydent des substrats tres divers. La superfamille est séparée en trois classes qui
different principalement par leur séquence peptidique primaire. Les péroxydases sont des
glycoprotéines contenant de la ferriprotoporphyrine 1X comme groupe Prosthétique et du
calcium ; elles sont majoritairement présentes dans les parois (Blee,2001) (Takabe ,2001)
et jouent de grands roles dans la croissance, le développement et le systeme de défense des
plantes. Les peroxydases de la classe Ill, présentes chez les plantes, sont capables d'agir a
partir de 1’oxygeéne seul pour oxyder l'auxine (Gazaryan,1996 ) (Savitsky,1999). Selon la

réaction suivante :

Substrat + H20> » substrat oxyde + 2H,0

Les peroxydases exercent des fonctions diversifiées dans les plantes. Elles utilisent
I'eau oxygénée comme accepteur d'électrons provenant de diverses molécules, tels les
précurseurs de la lignine ou des phénole (flavonoides ou autres). En plus, elles peuvent
catalyser I'oxydation de quelques moléculesen présence d'oxygene. C’est le cas de 1’auxine
(acide 3-indolylacétique), une des hormones contrdlant la croissance et les systémes de de
défense des plantes (Tognolli,2002). Elle a plusieurs applications comme la dégradation de

certains colorants des rejets industriels.
5.1.4. La chlorophylle

Le principal récepteur (photorécepteur) des chloroplastes des plantes verts est la
chlorophylle a qui est un tétra pyrole substitué. Les quatre atomes d’azote des pyrole sont
liés par coordinance a I’atome de magnésium. Ainsi la chlorophylle est une porphyrine a

magnésium, tandis que I’héme est une porphyrine a fer. (Bouzaida et Debbakh , 2006).

La chlorophylle b diffeére de la chlorophylle a par un groupe aldéhyde a la place d’un
groupe méthyle sur I’un de ses pyroles. (Bouzaida et Debbakh ,2006) Les chlorophylles
sont des récepteurs tres efficaces parce qu’elles contiennent des réseaux de simples et de
doubles liaisons alternées. De tels composés sont appelés ployées. lls ont des bondes

d’absorption tres forte dans la région visible du spectre.
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Les photons absorbés par les nombreuses chlorophylles sont canalisés vers un centre
de réaction (Bouzaida et Debbakh , 2006).

5.2. Les composes phénoliques et la détoxification des formes activées d’oxygéne

La plante est le si¢ge d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus meétabolique est lié aux conditions mémes de
vie de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans
lequel développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les
plus diverses pour se défendre : les métabolites secondaires, les polyphénols constituent une
famille de molécules largement présente dans le regne Végétal. Ils sont caractérisés comme
I’indique le nom, par la présence de plusieurs groupements Phénoliques associés en
structures plus ou moins complexes généralement de haut poids moléculaire. (Beta et al.,
2005).

Ces composés sont le produit du métabolisme secondaire des plantes, ils sont
synthétisés par I’ensemble des végétaux. Ils sont présents dans les vacuoles des tissus,
participent aux reactions de défense face a différents stress biotiques ou abiotiques
(pathogenes, rayonnements UV...). Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la
plante varie selon les espéces, les organes, les tissus ou encore les différents stades de

développement. (Beta et al., 2005).

L'appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » englobe un vaste
ensemble de plus de 8000 molécules divisées en une dizaine de classes chimiques. Ces
molécules présentent toutes un point commun : la présence d'au moins un cycle aromatique
a 6 carbones (phénol) lui-méme porteur d'une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH). On

distingue plusieurs familles de molécules dont la structure est relativement proche.

Les polyphénols sont communément subdivisés en plusieurs groupes (Macheix et
al., 2006).

Les composes phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides) forment le
groupe des composés photochimiques le plus important des plantes (Beta et al., 2005).

Deux grands groupes de polyphénols feront 1’objet des prochains paragraphes, les

coumarines et les flavonoides.
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5.2.1. Flavonoides :

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutdt prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali et al., 2004 ; Malesev et
Kuntié, 2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifiqgue E.Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gydrgyui, désignés sous le nom de
Vitamine en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins
cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances

appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al., 2001).
5.2.1.1. Capture directe de radicaux libres

C’est la structure chimique aromatique qui confere aux flavonoides leurs potentiels
anti-radicalaires, c’est pourquoi les propriétés antioxydantes des flavonoides sont souvent
associées a leurs potentiels antiradicalaires, c'est-a-dire leur capacité a piéger les especes

réactives de 1’oxygen flavonoides (Pokorny, 2001).

Figure 8: Chélation des radicaux libres par les flavonoides (Pokorny, 2001)

5.2.1.2. Inhibition enzymatique :

Xanthine oxydase (XO) catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine et de la xanthine en
acide urique. Plusieurs études ont montré la relation entre la structure chimique des

flavonoides et leur activité inhibitrice de la xanthine oxydas.
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6.Principaux stress environnementaux auxquels les plantes sont

confrontées

De nombreuses situations de stress biotique ou abiotique peuvent étre a I’origine de

I’introduction ou de la production des ERO dans la cellule végétale :
6.1. Stress biotique

Deux types de stress peuvent affecter les plantes : (i) des stress biotiques causeés par
des organismes vivants (champignons, bactéries, virus, nématodes, insectes, etc.) De
nombreux agents pathogénes pénétrent dans la plante, soit par voie mécanique en forcant la
résistance physique des barricres histologiques, soit par I’excrétion d’enzymes dégradant la
cuticule. Le végétal attaqué peut alors répondre par des réactions qui limitent la pénétration
du parasite. (Laval-Martin et Mazliak, 1995).

6.2. Stress abiotique :

Plusieurs stress abiotiques peuvent a I’origine du stress oxydatif, parmi ces stress, le
stress aux UV, le stress thermique, le stress par déficit hydrique, le stress aux métaux lourds,

etc .
6.2.1 Stress par déficit hydrique

En cas de stress hydrique, on note une accumulation de radicaux libres et une

peroxydation de lipides membranaires intenses. (Chen et al., 2007).

Une dégradation de protéines (Jiang et Zhang, 2001) et des dommages au niveau de
I’ADN (Hagar et al., 1996). d’ou apparition d’un stress oxydatif. Une conséquence
importante des réductions de photosynthése en cas de sécheresse est la synthése de composés
toxiques oxydants dans les cellules. Si I'énergie solaire captée par les photosystemes de la
feuille n'est plus utilisée entierement par la photosynthese, des formes toxiques de I'oxygéne
peuvent apparaitre, radicaux superoxydes (O2’), peroxyde d'hydrogéne (H20O>) et radicaux
hydroxyles (OH®) (Apel et Hirt, 2004). Différents mécanismes permettent de contrecarrer
cette accumulation de radicaux toxiques. Les caroténoides sont impliqués dans ce

mécanisme via le cycle des xanthophylles (Munné-Bosch et Alegre, 2000).
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6.2.2. Stress salin par le chlorure de sodium (NaCl)

La salinité constitue 1’'un des stress abiotiques les plus répandus au niveau de la
planete et limite fortement les rendements. Les ERO sont produites au cours du stress salin
qui change la perméabilité selective des biomembranes en produisant une fuite membranaire

qui change I’activité enzymatique (ZhongQun et al., 2007)
6.2.3. Stress par le chlorure de mercure(HgCl2)

Ces une masse atomique et supérieure a 50 , présents dans. I'environnement a
I'état de traces (oligoéléments), sont tres toxiques lorsque, absorbés par la plante, leur

concentration endocellulaire dépasse un certain seuil. (Heller et al., 1998).

Parmi I’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables aux
processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthese ou
I’assimilation des macronutriment (ex. azote, soufre, etc.) (Kabata-Pendias et Pendias et
al.,2001) Nombre de ces métaux, Cu, Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba sont aussi impliqués au
niveau de processus moléculaires tels que le controle de 1’expression des genes ; la
biosynthése des protéines, des acides nucléiques, des substances de croissance, de la
chlorophylle et des métabolites secondaires ; le métabolisme lipidique ou la tolérance au
chlorophylle et des métabolites secondaires ; le métabolisme lipidique ou la tolérance au
stress (Rengel, 1999).

7.Geénéralités sur la feve

7.1. Systématique

La féve est classée comme suit (Dajoz, 2000) :
e Regne : Végétal
e Embranchement : Spermaphytes
e Sous—embranchement : Angiospermes
e Classe : Dicotylédones
e Sous-classe : Dialypétales

e Série : Caliciflores
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e Ordre : Rosales

e Famille : Fabacées

e Sous-famille : Papilionacees
e Genre : Vicia

e Espéce : (vicia faba)

Figure 9 : (vicia faba L) (anonyme)

7.2. Les criteres de distinction entre les variétés de (vicia faba)

Dans le langage courant (vicia faba) major est nommee « féve », (vicia faba ) minor
« féverole » et (vicia faba)equina « févette ». La différence entre les trois variétés est basée

principalement sur la taille et la forme des graines (Le Guen et Duc, 1992).
Major (feve) :
e Taille des graines : Grosse ou trés grosse (poids de 1000 graines>1200g)
e Forme de graines : Graines larges et plates
e Taille des gousses : Gousse trés longue (nombre d’ovules de 7 a 13)
e Forme des gousses : Aplatie souvent recourbée
Equina (févette) :

e Taille des graines : Moyens (poids de 1000 graines entre 800 et 1200 g)
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e Forme des graines : Graines présentant une dépression latérale des cotylédons
e Taille des gousses : Gousse longue (nombre d’ovules 3 a 4)

e Forme des gousses : Moins aplatis

Minor (féverole) :

e Taille des graines : Petites (poids de 1000 graines< 800)

e Forme des graines : Ovoides réguliers et lisses

e Taille des gousses : Gousse courte (nombre d’ovules de 2 a 3)

e Forme des gousses : Cylindrique

Il est & signaler que, pour la féve, la sphéricité décroit, alors que le Dg augmente.
Contrairement a la féverole ou la valeur de la sphéricité augmente et celle de Dg diminue
(Altuntas et Yilzid , 2007) et (EI Yaakoubi, 2016).

7.3. Description botanique de la féve

La féve est une plante annuelle herbacée a croissance indéterminée (Duc, 1997). Ses
feuilles sont composees et possédent 2 a 8 folioles. La tige est creuse, rigide, avec une section
carrée. Selon les conditions de culture (Le Guen et Duc, 1992) , le nombre de nceuds est
compris entre 10 et 40 & partir duquel prennent naissance les feuilles. Quant a I’inflorescence,
c’est une grappe de 2 a 12 fleurs axillaires qui peuvent étre blanches, brunes ou violettes.
Les fleurs sont hermaphrodites et présentent une structure papilionacée typique (Duc, 1997).
L a corole est constituée de 5 pétales inégaux dont 1 étendard, 2 ailes latérales et 2 inférieures
(la carene) qui sont soudes sur leurs bords extrémes (Mbida, 2014) , le calice est gamosépale
avec 5 sépales, les étamines sont au nombre de 10 dont 9 sont unies dans une gaine

renfermant 1’ovaire et la dixiéme haute est libre.

L’appareil reproducteur femelle posséde un ovaire contenant des ovules allant de 1 a
10 (El Bakkali, 2011). Le fruit est une gousse érigée et cylindrique avec 2 a 8 petites graines
ovoides, réguliéres et lisses. Le systéme racinaire est constitué d’une racine pivotante
possédant des racines secondaires. Ces dernieres présentent des nodosités blanchatres assez
nombreuses avec en symbiose des bactéries du sol du genre Rhizobium assurant la fixation

de I’azote atmosphérique (Duc, 1997 ; Tripp, 2011). La reproduction est partiellement
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allogame. La pollinisation est entomophile et assurée par les insectes. Ainsi, on peut
remarquer un croisement naturel par pollinisation naturelle allant de I’ordre de 2 a 84% en
fonction de la géographie, de I’espéce de I’activité des insectes pendant la floraison (Duc,
1997).

7.4. Culture de la feve

(vicia faba) est relativement résistante au froid. Bien que tolérante sur la qualité du
sol, elle aime davantage un sol argileux, a tendance calcaire. Dans les régions chaudes aux
hivers doux, la féve est semée a I’automne, et récoltée au printemps. Les graines sont semées
sur une terre propre. La germination intervient 8 a 12 jours apres. Lorsque les pieds portent
suffisamment de gousses, on peut pincer les bourgeons supérieurs pour stopper la croissance
de la plante ; celle-ci mettra alors toute son énergie dans la production des graines. Cette

légumineuse fixe 1’azote atmosphérique.

Elle n’est donc pas dépendante de la quantit¢ d’azote présente dans la terre. En
revanche, elle demande, pour étre bien productive, un apport en potassium. Comme elle
enrichit la terre, sa culture doit étre mise en rotation avec d’autres espéces non légumineuses
(Le Guen et Duc,1992). Les pieds de féve attirent systématiquement les pucerons, et

peuvent méme servir de piéges a pucerons pour les jardins biologiques.
Facteurs qui influencent la culture de la féve

La féve est une culture des climats frais et non dans les climats secs, a partir de
niveau de la mer jusqu’a une altitude de 3500 métres d’aprés (Lim, 2012).Les facteurs qui

influencent sur le développement de la feve sont :

La température : Brink et Belay (2006) rapportent qu’une température moyenne

aux alentours de 13°C est optimale pour la croissance de la feverole.

Le sol : Selon Brink et Belay (2006) , la feverole préfére les sols bien drainés au pH
neutre (6.5- 7.5) et a fertilité moyenne. Selon Pédron (2006) , la feverole est peu exigeante

sur le plan édaphique, elle est cultivee avec succes dans les sols sablo-argileux humiferes.

L’eau : La féverole nécessite une pluviométrie annuelle de 700 a 1000 mm, dont plus

de 60% doivent tomber pendant la période de croissance (Brink et Belay, 2006).
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La photopériode : La féverole est une plante de jours longs. Elle forme son bourgeon
a fleurs a partir du moment ou la photopériode dépasse les 12 heures consecutives (Patrick
et Stoddard, 2010).

7.5. Composition chimique

La valeur nutritionnelle de la feve est attribuée a sa teneur élevée en protéines (25 a
35%).La plupart de ces protéines sont des globulines (60%), des albumines (20%) , des
glutélines (15%) et des prolamines (Larralde et Martinez, 1991). Les graines de feve
contiennent des protéines riches en lysine et faibles en méthionine, cystéine et tryptophane.
De ce fait, les feves sont souvent dans les régimes alimentaires des étres humains comme du
bétail (Crépton et al., 2010). Les féves sont aussi une bonne source de glucides (50 a 60%
d’amidon) , de minéraux (leur teneur varie entre 1 et 3,5%, étant particulierement riche en
calcium et en fer, de fibres (7%) et de vitamines (les quantités de thiamine tocophérols,
niacine et 1’acide folique sont ¢élevées alors que la vitamine C, la riboflavine et d’autres
vitamines liposolubles sont faibles. Par contre, la proportion lipidique est faible environ 1a
2,5%, particulierement riche en acide gras linoléique (Larralde et Martinez, 1991). La féve
constitue une source considérable d’énergie (344 Kcal/100 g) et peut efficacement remplacer

les protéines animales dans les pays pauvres (Chaieb et al., 2011).
8. Méthode de détection de stress végétative chez les vegétaux :

De nombreuses méthodes sont utilisées pour détecter 1“accumulation d“ERO. Elles

sont :
8.1. Spectrophotométrie

Les activités enzymatiques sont évaluées par spectrophotométrie, en suivant
I’évolution de I’absorbance de milieu réactionnel due a 1’oxydation de leur co-substrat
(ascorbate pour I’APX, gaiacol pour la gaiacol peroxydase GPOX, NADPH pour la GR) ou
la réduction du substrat (H2O2 pour la CAT). L’évaluation de I’activité SOD est différente.
Le milieu réactionnel contient une molécule photosensibilisatrice (la riboflavine) et une
molécule capable d’étre réduite par Oz~ (le nitrobleu de tétrazolium). L’éclairage intense du
milieu réactionnel induit 1’oxydation de la riboflavine qui céde un électron au dioxygene
pour former un anion superoxyde interagissant avec le NBT (Bradford ,1976) , incolore,

pour former du bleu de formasan (bleu). L’activité de la SOD limite la formation de ce bleu

25



Chapitre 01 Etude bibliographique

de formasan et est évaluée en pourcentage d’inhibition par rapport a un contréle dépourvu
de SOD

Riboflavine + hv + O, — riboflavine. + Oz.”
027+ NBT — bleu de formasan + O>»

Les activités sont calculées en umol de substrat oxydé ou réduit.mint.mg * de
protéine. L’activité SOD est donnée en unité.mg™ de protéine, une unité correspondant a la

capacité d’inhiber 50 % du formasan formé dans le tube témoin.
8.2 .TBArs ou indice TBArs Principe

Les TBArs (substances réactives a I’acide thiobarbiturique) sont des coproduits
formés au cours de la peroxydation des acides gras insaturés (acides gras de la série omega
3 et acides gras polyinsaturés de la série omega 6). Leur détermination permet de quantifier
1’¢état d’oxydation des échantillons. Ces composés sont généralement stables et responsables
d’odeurs, ils refleétent I’état d’oxydation de 1’échantillon analysé. L’indice TBArs correspond
a une augmentation de 1’absorbance mesurée a 530 nm suite a la réaction de 1’échantillon et
de I’acide 2-thiobarbiturique (Pokorny et Dieffenbacher, 1989). Différentes méthodes
d’extraction peuvent étre employées. Les trois principales méthodes sont : ’extraction en

milieu acide, I’extraction par distillation et les méthodes d’analyse directe de I’échantillon .

Selon le type d’extraction, la préparation de 1’échantillon est adaptée pour la
récupération des espéces réactives a I’acide thiobarbiturique (TBArs) Sur les graisses pures,
une méthode directe est utilisee (IUPAC 2.531) par dissolution de 1’échantillon de lipide
dans du butanol avant mise en présence d’acide thiobarbiturique (TBA). Au bout d’un temps

de réaction de 45 minutes a 100°C, I’absorbance est mesurée a 530 nm

Le réactif FOX2 (Griffiths et al., 2000). La méthode au xylénol orange XO ; 3,32 -
Bis[N, N-bis(carboxymethyl) aminomethyl]-o-cresolsulfonephthalein tetrasodium) Repose

sur I’oxydation en milieu acide des ions ferreux en ions ferriques par les hydroperoxydes
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Méthodologie

Cette partie est une analyse bibliographique d’un présedent travail : thése de doctorat :

par Pourrut Bertrand (2008). Dont les expériences se sont faite sur (vicia faba)
1. Condition de culture et échantillonnage

Les graines de (vicia faba) de type "aguadulce", conservées a 1I’obscurité en chambre
froide (4°C) , sont mises & hydrater pendant vingt-quatre heures dans de I’eau, a température

ambiante. Puis mises a fermer

Les plantules sont alors transférées dans un dispositif de culture hydroponique en

phytotron permettant une croissance optimale des vegétaux (Figure 10).

Aprés deux semaines, les plantes (5eme-6éme étage foliaire) sont placées en bac
individuel pour subir les divers traitements. Afin d’étudier les effets du plomb aprés une courte

exposition, les plantes sont plongées dans une solution nutritive contenant du plomb.

Figure 10 : Conditions de cultures de (vicia faba)(Pourrut,2008).

A la fin de I’expérience, un échantillonnage est effectué¢ a la fois sur les feuilles et sur
les racines immédiatement congelées dans 1’azote liquide. La réponse des organes au stress peut
varier en fonction de leur age. Lors des différentes expérimentations, pour éviter de telles
variations entre les feuilles de différents étages foliaires ou entre racines, les échantillons sont

broyés grossiérement afin d’homogénéiser le tout.
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2. Parametre étudie

2.1. Evaluation de la peroxydation lipidique
Dans ce travail, la peroxydation lipidique a été évalué par deux techniques,

Le test FOX2 pour mesurer les hydroperoxydes , et le test TBARS (Thiobarbituric
reactive species) pour mesurer le MDA , et c¢’est la technique dont nous allons faire 1’analyse

des résultats.

Le test TBARS est le test le plus couramment utilisé pour déterminer indirectement la

peroxydation des lipides, en mesurant le MDA (Hodges et al., 1999).

Le MDA est extrait dans une solution hydro-alcoolique, a 4 °C et a 1’obscurité, ensuite
mis a incuber a 95 °C avec ’acide thiobarbiturique, en présence d’hydroxytoluéne butylé
(HTB) pour éviter toute oxydation du mélange. La réaction entraine la formation d’un complexe
de couleur rouge entre deux molécules d’acide thiobarbiturique. Les teneurs, évaluées
spectrophotométriquement et calculées d’aprés les équations de Hodges et collaborateurs

(1999), pour etre exprimées en nanomoles de TBARS par grammes de poids frais
2.2. Extraction, dosage des proteines et activités enzymatiques

Dans ce travail le dosage des protéines s’est fait par spectrophotométrie

Apres broyage des feuilles et racines de feves dans 1’azote liquide. Le broyat est
suspendu dans un tampon phosphate d’extraction contenant un mélange d’anti-protéases. Apres
centrifugation, et afin d’éliminer les débris cellulaires, le culot est resuspendu dans ce méme

tampon. La concentration en protéines totales est déterminée par spectrophotométrie d’apres la

méthode de Bradford (1976).

Les activités enzymatiques sont évaluées par spectrophotométrie, en suivant I’évolution
de I’absorbance de milieu réactionnel due a I’oxydation de leur co-substrat (ascorbate pour
I’APX, gaiacol pour la gaiacol peroxydase GPOX, NADPH pour la GR) ou la réduction du
substrat (H202 pour la CAT).

L’¢évaluation de 1’activité SOD est différente. Le milieu réactionnel contient une
molécule photosensibilisatrice (la riboflavine) et une molécule capable d’étre réduite par Oz~

(le nitrobleu de tétrazolium). L’éclairage intense du milieu réactionnel induit 1’oxydation de la
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riboflavine qui céde un électron au dioxygene pour former un anion superoxyde interagissant
avec le NBT, incolore, pour former du bleu de formasan (bleu). L’activité de la SOD limite la
formation de ce bleu de formasan et est évaluée en pourcentage d’inhibition par rapport a un

controle dépourvu de SOD.

Les activités sont calculées en pmol de substrat oxydé ou réduit.min™t .mg * de protéine.
L’activité SOD est donnée en unité.mg™ de protéine, une unité correspondant a la capacité

d’inhiber 50 % du formasan formé dans le tube témoin.

2.3 Extraction et dosage des pigments foliaires

Le dosage des pigments foliaires s’est fait par spectrophotométrie

Les chlorophylles a, b et les caroténoides, extraits a I'obscurité et a 4 °C a l'aide d'un
mélange hydro-acétonique, ont été dosés par spectrophotométrie. Les teneurs calculées d’apres
les équations de Lichtenthaler (1987) ont finalement été exprimées en pg de pigment par cm?

de feuille extraite.

3. Résultats et discussion

3.1. Evaluation de la peroxydation lipidique

Le niveau de peroxydation lipidique dans les racines (Vf) est représenté dans la figure
11A Le TBARS n’a présenté aucune variation significative. Cependant, le test FOX2 a révélé
que le niveau des lipides d’hydroperoxydes (LHPO) était fortement augmenté apres 1 h de
traitement au plomb (1,6 fois plus que le niveau de contréle) et Iégérement apres 8 h (1,14 fois).
Cette différence entre les deux dosages : peut-étre di au fait que le malondialdéhyde ne se
formequ’a partir d’acides gras a trois ou plus de doubles liaisons (Halliwell et Gutteridge,
1989). Bien que les tissus des racines des plantes.

Les résultats de ce travail montrent qu’une peroxydation lipidique s’est produite deux

fois au cours du premier jour de I’exposition au Pb.

Ces deux événements oxydatifs indiquent que le Pb a induit deux bouffées oxydatives
distinctes dans racines pendant les 24 premiéres heures de traitement. D’apres ces résultats et
ceux de la mesure de I’absorption du plomb, un lien pourrait exister entre 1’absorption du plomb
et la production de ROS. En effet, n’ont été¢ générées qu’preés une période avec un taux

d’absorption éleve de Pb voire Figure 2
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D’aprés I’auteur la cause de cette absorption séquentielle est inconnue, mais ¢a a généré
des ROS depassant les capacités antioxydantes et donc causé une peroxydation lipidique La

peroxydation lipidique dans les feuilles est représenté dans la figure 11 B.

Contrairement aux données obtenues dans les racines, les tests FOX2 et TBARS ont
présenté le méme profil. Aucune variation significative n’a été observée dans les taux de LHPO
et de TBARS avant 8 h de traitement. Cependant, a 8 et 12 h, ces les niveaux ont augmenté de
maniére significative (1,42 et 1,64 fois plus élevés que dans le contrdle), puis ont diminué a
niveau basal a 24 h. Ceci suggére I’apparition d’un sursaut oxydatif dés que le plomb la
concentration était significative dans les feuilles. Bien que les concentrations de Pb dans les
feuilles se situent entre10 et 35 fois plus faible que dans les racines, la poussée oxydative induite

par le plomb semble étre plus longue et plus intense.

Ces résultats ont montré que les feuilles de (vicia faba) sont tres sensibles au plomb.
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Figure 11 : Influence des traitements Pb sur la peroxydation lipidique chez (vicia
faba)évaluée par Dosage FOX2 (barres gris foncé) ou dosage TBARS (barres gris clair) dans
les racines (Fig. 2A) et feuilles (figure 2B). (Pourrut,2008).
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3.2. Extraction, dosage des protéines et activités enzymatiques

3.2.1. Enzymes antioxydantes dans les feuilles

Selon les résultats obtenus dans les feuilles voir tableau 3, Les enzymes antioxydantes

ont montré des réponses différentes au cours de I'exposition au plomb.

Dans les 8 premieres heures d'exposition aucun changement significatif n’a été observé.
A 8 h, l'activité SOD était 1,34 supérieure a celle du groupe témoin, mais elle était de courte

durée et son activité est revenue a la ligne de base a 24 h.

Pour l'activitt GPOX des cinétiques similaires ont été observé. Cependant, son
activation était 2 fois plus élevée et a 24 h la GPOX était significativement inhibée (49 % du
groupe témoin). En revanche, les activités GR et APX n'étaient pas affectées avant 12h, mais
augmentaient entre 12h et 24h de traitement. La CAT n'a pas été affectée jusqu'a 12 heures et a

persisté fortement pendant 24 heures (40,9 % du contrdle).

Dans les plantes, les enzymes SOD sont le principal piégeur des radicaux libres O, et
les convertissent en Oz et H2O». Le peroxyde d’hydrogéne est ensuite éliminé par diverses
enzymes antioxydantes, telles que la catalase, la guaiacol peroxydase et I'ascorbate peroxydase
(Apel et Hirt, 2004). Par conséquent, la régulation de leur activité est un indicateur indirect des
niveaux de ROS. En accord avec les résultats de peroxydation lipidique des feuilles, tous ces
résultats indiquent fortement que des ROS ont été produites dans les feuilles aprés 8 h
d'exposition. Selon les activités de SOD, GPOX et APX, la production d'O2" est de courte durée,
tandis que la production de H2O> dure longtemps. Fait intéressant, ces générations coincident

avec l'arrivée du plomb sur les feuilles voire Figure 2.

32



Chapitre 02 Analyse bibliographique

Tableau 3: Influence des traitements Pb sur les capacités enzymatiques antioxydantes des
racines de (vicia faba). Les valeurs sont des moyennes de trois expériences individuelles avec
des triplicats £ écart type (S.D.). Des lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a une durée particuliere (Pourrut, 2008).

SOD (U.g” CAT (Ug" GPOX (U.g" APX (U.g”
protein) protein) protein) protein) GR (U.g™ protein)
Means  S.D. Means  5.D.  Means S.D. Means S.D. Means S.D.
Control 23.03bh 2,10 1.83a 024 15.12¢ 0.80 0.63d 0.01 0.027d  0.004

Pb1H 5081a 143 1.30b 009 437d 2.18 0.7l b 0.01 0.170b 0.022
PhdH 47,05a 2,04 1.24b 017 3565a 4.36 0.65¢ 001 0073¢ 0.010

é I'b8H 21,53be 1,27 0.83¢ 007 1899bec 2.89 0.57e 0.02 0.028d 0.003
Pb12H 17.65e¢d 1,70 1.08be 0.08 2056b 0.28 0.68b 002 0.157b 0.030
Pb24H 1241d 2,61 0.88¢ 006 10.52¢ 2.01 0.7%9a 0.04 028la 0.003
Control 41.00bc  3.71 1.63ab 013 0.037bc 0.002 0.19b 0.04 0046b 0.006
Ph1H 4036hc 2.55 l41ah 039 0028ed 0.011 0.13b 002 0049b  0.001

? Pb4H 42.87b 3.63 171ab 018 0.040bec 0.009 0.16 b 0.02 0.053ab 0.004

2 Ph8H 5521a 226 1.27b 007 00762  0.005 .16h 0.02 0.063ah  0.002
Pb12H 43.73b 3.02 1.78a 013 0.050b 0012 0.25a 002 0069a 0.017
Ph24H 32.34c 351 0.67¢ 037 001&8d  0.005 031a 005 00689a 0.032

3.2.2. Enzymes antioxydants dans les racines

Le tableau 3 montre également que la réaction enzymatique antioxydant est significativement
différente dans les racines. Apres 1 heure, I'activité SOD était le double de celle du témoin et
restait stable jusqu'a 4 heures. Ensuite, il est tombé au niveau basal, et a 24 heures, il était
significativement supprimé (53,8 % du contrdle). L'activité de la CAT a diminué tout au long
de la période de traitement au plomb et a atteint sa valeur la plus faible 8 heures apres le
traitement au plomb (45 % du groupe témoin). Dans le cas de la racine active APX, nous avons
enregistré une activation rapide et significative (10 %) aprés 1 heure. A 8 heures du matin,
I'activite APX est tombée aux niveaux de base. Puis il augmente a nouveau et atteint sa valeur

maximale (125% du contrdle) au bout de 24 heures.

En revanche, nous avons d'abord observé une diminution de I'activité GPOX (jusqu'a
70%) a 1 heure, puis I'avons induite aprés 4 heures, ce qui était 12,9% plus éleve que l'activité
mesurée a la station de contr6le. Pendant jusqu'a 24 heures, l'activite GPOX est tombeée en
dessous du niveau de contrdle. La cinétique de la balle pour activer le GR est différente.
L'activite GR a augmenté de maniére significative (jusqu'a 560%) a 1 heure. Aprés 4 heures de
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traitement, I'activité GR était fortement réduite, mais elle était encore 2,5 fois supérieure a celle
des plantes non réduites. Par la suite, il est encore tombé a la ligne de base a 8 heures, mais a
été a nouveau fortement stimulé aprés 12 heures et 24 heures d'exposition au plomb (590% et

1053 % du controle, respectivement).

De ces résultats, nous pouvons tirer plusieurs conclusions. Enzymes antioxydantes de
plomb fortement modifiées (tableau 3). Une telle augmentation ou diminution de I'activité de
ces enzymes a €té rapportée avec une variété de métaux lourds (Van Assche et Clijsters, 1990
; Seregin et Ivanov, 2001 ; Schutzendubel et Polle, 2002). Les nombreuses données
disponibles montrent que la réponse aux antioxydants dépend de l'espéce végétale, de la
concentration minérale et de la durée du traitement. Dans nos conditions, le Pb a stimulé
I'activité SOD et cette augmentation est révélatrice de la présence d'O2” pendant les 4 premiéres
heures de traitement au Pb. Ce résultat est cohérent avec nos précédents travaux qui ont
démontré la production dépendante du superoxyde NADPH-oxydase dans les racines Vf
exposees a la méme concentration de plomb (Pourrut et al., 2008). Jusqu'a 4 h, l'activation
GPOX et APX confirme la présence de H20> dans les tissus racinaires. GPOX et APX semblent
fonctionner de maniére complémentaire pour éliminer le H.O> des racines. En effet, l'activité
APX était inversement corrélée a l'activité GPOX (r = -0,542 ; P < 0,05). Cependant, la CAT a
été inhibée tout au long de I'expérience. Cette inhibition du plomb a souvent été rapportée
(Verma et Dubey, 2003 ; Chen et al., 2007 ; Wang et al., 2007a). L'inactivation de la CAT
dépend de la dose du plomb et peut étre due a une interaction directe entre le plomb et la

catalase. En fait, les ions plomb peuvent déplacer les ions fer dans I'hémis catalase porphyrine.

Les résultats ont également montré que I'oxydation induite par le plomb était de courte
durée, a I'exception de la CAT, toutes les activités enzymatiques sont revenues aux niveaux de
base aprés 8 h de traitement. Cependant, selon GPOX, l'activité APX et GR du plomb semble
induire une deuxieme vague de H>O> 12 heures plus tard. Des expériences histologiques
utilisant I'amidon KI + et le NBT ont confirme la présence d'O2.” et H2O2 a 1 heure et HO a 12
heures (données non présentées) Ces observations ont également été confirmées par les résultats
obtenus par analyse des peroxydes lipidiques. En fait, ces deux flux d'oxydation différents
correspondent aux deux pics de peroxyde précédemment décrits. Les racines de blé traitées au
cuivre ont également montré deux poussées oxydatives, la premiére en quelques minutes et la
seconde en quelques heures (Sgherri et al., 2007). La plante a répondu a un stress abiotique ou
biotique. (Mika et al., 2004).
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Le deuxieme point a souligner est que la RG semble étre I'enzyme clé contre le plomb
dans les racines des plantes. L'activation de GR est continue, mais généralement importante.
Etant donné que GR catalyse la réduction du glutathion oxydé dépendant du NADPH en
glutathion réduit, sa sur activation peut souligner le réle central du GSH en réponse au plomb
dans les racines Vf.

3.3 Extraction et dosage des pigments foliaires

L'effet du plomb sur les pigments photosynthétiques est illustré a la figure 12. Les
données montrent que la composition des pigments n'a pas été affectée avant 8 h. A 8h, les
teneurs en chlorophylle et en carotene sont fortement modifiées mais sont également affectées
par le traitement au plomb. Les teneurs en chlorophylle a, b et en caroténoides ont diminué a
73,4 %, 70,5 % et 72,3 %, respectivement, du groupe témoin. Apres cela, la teneur en Chlo a et
en caroténoides est restée stable, tandis que la teneur en Chlo b a Iégerement augmenté jusqu'a
24 h.
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Figure 12 : Effets du Plomb sur les teneurs en chlorophylle a, b, ab et caroténoides

dans les feuilles de (vicia faba). (Pourrut,2008).

Les résultats sont la moyenne de trois expériences indépendantes + SD (n=3). Des lettres

différentes indiquent des valeurs significativement différentes a une duree particuliere.
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La dégradation des chlorophylles et des caroténoides est un aspect bien connu de la
toxicité du plomb (Seregin et Ivanov, 2001 ; Sharma et Dubey, 2005). De maniére inattendue,
dans nos conditions, la teneur en chlorophylles et en caroténoides a diminué rapidement,
seulement 8 h apres I'exposition au Pb. La toxicité du plomb sur les pigments photosynthétiques
est associée a sa disponibilité pour inhiber leurs voies de biosynthése (Wozny et al., 1995 ;
Lukaszek et Poskuta, 1998).

Cependant, dans notre cas, a en juger par la vitesse de réduction et la faible teneur en
plomb des feuilles, cela est trés 1l est peu probable que cela soit di a une inhibition de la

biosynthése,

Dans le cas de cette expérience, et selon la vitesse de réduction au moins dans les 8
heures. Ce résultat peut étre expliqué par la stimulation par la chlorophyllase précédemment
démontrée par Drazkiewicz (1994). Cependant, les teneurs en pigments étaient inversement
corrélées avec la peroxydation lipidique. Cette corrélation indique que I'action du Pb sur les

pigments photosynthétiques peut étre médiée par les ROS.

Chlo b est connu pour étre plus sensible au plomb que Chlo a (Stiborova et al., 1986 ;
Wozny et al., 1995; ukaszek et Poskuta, 1998). Cependant, nos données ont indiqué que Chlo
b est moins sensible a une concentration de plomb plus faible. Ce résultat est cohérent avec les
résultats obtenus par Xiong et al., (2006) concernant I'exposition du chou chinois a une faible

concentration de plomb.
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Conclusion

Les plantes sont constamment soumises & des variations environnementales. Ces
changements peuvent engendrer un stress qui modifie I'noméostasie cellulaire par la production
de formes réactives de l'oxygéne. L'accumulation phytotoxique de ces différents radicaux

0XYygénés peut entrainer la mort de la plante par le Stress oxydatif (ou oxydant)

Le stress oxydatif, ou stress oxydant, est I'agression des cellules par des radicaux libres,
aussi appelés « especes réactives de 1'oxygéne », qui sont des atomes ou des molécules devenus
tres instables (réactifs) et qui peuvent interagir avec les composants des cellules et les

endommager

Ce travail, qui est une étude générale sur le stress oxydatif chez les plantes, causé par
des influences environnementales, par exposition des racines de (Vicia faba) au plomb. Notre
sélection s’est faite sur plusieurs parametres d’évaluation de la réponse oxydative, qui sont la
peroxydation lipidique par la mesure des FOX et des TBARS, le dosage des protéines et des
enzymes et le dosage des pigments foliaires.

Les résultats obtenus dans ce travail aprés les élévations du taux d'absorption de Pb,
démontrent une explosion oxydative dans les racines et I’induction de peroxydation lipidique.
Cette étude souligne également le faible taux de translocation du Pb entre les racines et les
pousses. Cependant, les feuilles de (Vicia faba) sont trés sensibles a cette petite quantité de Pb
transférée par les racines. L'accumulation de plomb dans les feuilles a provoqué une
peroxydation lipidique et une forte diminution des pigments photosynthétiques. Pour limiter cet
effet négatif, de grandes quantités de phytochélatines ont été synthétisées dans les racines ainsi
que dans les feuilles. Cependant, le mécanisme de I'accumulation rapide dans les feuilles et son

objectif ne sont pas définis.

Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour déterminer plus précisément
I'implication de la voie (Halliwell,Asada,Foyer) dans la lutte contre les effets délétéres du Pb,

et élucider le mécanisme de la détoxification du Pb.

En conclusion, pour mener a bien cette étude, il serait intéressant d’élargir ’investigation a
d’autres méthodes d’analyse et aux autres marqueurs de stress oxydatif (dosage des carbonyles,
dosage des différents enzymes antioxydants, dosage de la vitamine E) .ainsi que d’utiliser

d’autres métaux lourds.
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