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Résumé :

Dans ce travail on a étudié  les caractères biochimiques de dix variétés de blé dur (Triticum durum

Desf.) introduites et locales. Qui sont comparés entre eux pour leurs tolérances et leurs réponses au stress

oxydatif généré sous un déficit hydrique.

Les paramètres mesurés sont : le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le dosage de malonedialdéhyde (MDA),

ainsi le dosage des protéines totales et des polyphénols totaux.

Une large variabilité est enregistrée entre les variétés. En outre les résultats obtenus montrent que le stress

hydrique a entrainé une production des espèces réactives de l’oxygène (ERO) tel que le peroxyde

d’hydrogène (H2O2) et des oxydations lipidiques et protéiques chez les variétés étudiées. Cette variabilité a

été évaluée par une analyse statistique.

Ces résultats soulignent également le rôle important des métabolites secondaires (les

polyphénols) dans la défense contre le stress oxydatif causé par le stress hydrique, dans la détoxification des

espèces réactif de l'oxygène (ERO) en condition de stress.

Ainsi on remarque que les génotypes étudiés qui ont une tolérance efficaces contre le stress hydrique se

trouvent chez les génotypes : B17, Ter (2-1), Bousselem. Qui ont bien résisté le stress appliqué.

Mots clés : Blé dur, stress hydrique et oxydatif, MDA, H2O2, protéines, polyphénols



Abstract:

In this work we studied the biochemical characteristics of ten varieties of durum wheat (Triticum

durum Desf.) local And introduced. Which are compared with each other for tolerances and responses to

oxidative stress generated under water deficit.

The measured parameters are: hydrogen peroxide (H2O2) and (MDA) and the determination of total protein

and total polyphenols.

A wide variability is recorded between varieties. In addition the results show that drought stress resulted a

production of reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide (H2O2) and oxidation of lipid and

protein in varieties studied. This variability was evaluated by a statical analysis.

These results show the important job of secondary metabolites (polyphenols) in the defense against oxidative

stress caused by drought stress in the detoxification of reactive oxygen species (ROS) under stress

conditions.

Thus we see that the genotypes studied that effective tolerance against drought stress are among genotypes:

B17, Ter (2-1), Bousselem. Which have resisted the stress applied.

Keywords: Durum wheat, water and oxidative stress, MDA, H2O2, proteins, polyphenols.



:الملخص

نواع مختلفة من القمح الصلبأخصائص البیوكیمیائیة لعشرة القمنا في ھذا العمل بدراسة 

(Triticum durum Desf.) بینھم على مستوى كل من درجة لدراسة التباین منھا المستوردة و المحلیة

.المولد تحت العجزالمائييالتأكسدلإجھادالتحمل و مدى الاستجابة ل

و(H2O2)بیروكسید الھیدروجینالعناصر التي تم تحدیدھا وتقییمھا ھي كمیة كل من

.  والبولیفینول الكليات الكلیة البروتینو (MDA)المالوندیالدھید

المائي تسبب الإجھادان حیثكما تشیر النتائج المتحصل علیھاصنافھناك اختلاف كبیر بین الاسجل 

و أكسدة الدھون و ایضا (H2O2)مثل بیروكسید الھیدروجین(ERO)كسجین تفاعلیةأفي انتاج أنواع 

یة.ئدراسة إحصاجراء إقیم ھذا الاختلاف ب.ةصناف المدروسالبروتین عند الا

الإجھادفي الحمایة ضد (PP)ات الثانویةيتشیر ھذه النتائج ایضا الى اھمیة الدور الاساسي للایض

كما .الإجھادتحت ظرف ةالمسبب جراء الاجھاد المائي  في إزالة انواع الاكسجین التفاعلييالتأكسد

صنافالاھي المائي الإجھادلھا تحمل فعال ضد التيالمدروسةصنافالامن بیننلاحظ ایضا ان

Ter (2-1),,B17Bousselem..أین أظھرت مقاومة فعالة ضد الإجھاد

,البروتین, البولیفینوليالمائي و التأكسدالإجھادالقمح الصلب, الكلمات المفتاحیة:
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Introduction

Le blé est cultivé principalement dans les pays du bassin Méditerranéen à climat des

régions arides et semi-arides là où l’agriculture est dans la plus mauvaise passe. Elle se

caractérise par l’augmentation de la température couplée à la baisse des précipitations, en plus

la désertification et la sécheresse tuent les sols agricoles (Abeledo et al., 2008).

Au niveau des hautes plaines semi-arides d’Algérie, la sécheresse est souvent le

facteur principal qui affecte la production du blé (Larbi et al., 1998).

En Algérie, le blé dur (Triticum durum Desf.) a acquis au cours des siècles une

véritable valeur symbolique, du fait de son importance dans l’agriculture et l’alimentation

humaine. Son grain constitue un produit de base dans l’alimentation des algériens (couscous,

pain...), il est considéré aussi comme une très grande ressource de protéines et d‘hydrate de

carbones. Il renferme également des acides aminés, des lipides et des vitamines. En outre, ses

sous produits (paille) servent d’aliments pour le bétail (Godon, 1985).

L’Algérie avant les années 1830, exporte son blé au Monde entier. Actuellement

l'Algérie importe son blé et se trouve dépendante du marché international.

Par sa position de grand importateur de blé, l'Algérie achète annuellement plus de 5% de la

production céréalière mondiale, cette situation risque de se prolonger à plusieurs années, faute

de rendements insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants devant une

forte évolution démographique (Chellali, 2007).

Cette faiblesse de la production de blé en Algérie était toujours liée aux effets du

stress hydrique qui se fait ressentir de manière très importante depuis la dernière décennie

(Chaise et al., 2005).

Les stress environnementaux, notamment le stress hydrique, limitent sérieusement la

croissance des plantes ainsi que la productivité végétale (Wang et al., 2003).

Une conséquence des stress environnementaux, comprenant le stress hydrique, est

l'apparition du stress oxydatif (Hernandez et al., 2001), c'est-à-dire l'accumulation d'espèces

réactives d'oxygène (ERO) à des concentrations élevées (Azevedo et al., 2006), qui

endommagent les structures cellulaires (Parent et al., 2008). Ces derniers sont à l'origine du

dysfonctionnement de l'appareil photosynthétique et les autres troubles métaboliques

(Rahnama et Ebrahimzadeh, 2005).
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Cependant, la tolérance des plantes à la contrainte hydrique est fortement corrélé à leur

capacité de synthèse des antioxydants nécessaire pour faire face au espèces réactives d'oxygène (ERO)

et de maintenir leur concentration à faible niveau dans les cellules lors du stress (Reddy et al., 2004).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement

de la plante. Ceci peut être lié aux conditions climatiques dures (la température élevée,

exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthèse des métabolites

secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al., 2008).

Parmi les antioxydants naturels les polyphénols, ces composés phénoliques permet de ralentir

le phénomène d’oxydation qui favorisent le vieillissement cellulaire on interrompant le

passage du stress oxydatif et interceptant le message de l’apoptose (Macheix et al., 2005).

Les polyphénols expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct des

espèces réactives de l’oxygène (ERO), La suppression de la formation des ERO par

l’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur

production, La protection des systèmes de défense antioxydants de l’organisme

(Boudiaf, 2006).

L’objectif de notre  travail est de comparer le comportement des dix variétés de blé

dur (Triticum durum Desf.) sous stress oxydatif généré sous l’effet d’un stress hydrique par

l’étude de quelques paramètres biochimiques tel que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et la

peroxydation lipidique a travers le dosage de malonedialdéhyde (MDA), ainsi le dosage des

protéines totales et des polyphénols totaux.

Notre mémoire est présenté en trois chapitres :

- Le Chapitre I est une synthèse bibliographique sur le blé dur, les stresses hydrique et

oxydatif et les mécanismes biochimiques de la tolérance des plantes au stresses hydrique et

oxydatif.

-Le Chapitre II est l’ensemble des matériels et méthodes utilisés pendant notre

expérimentation.

-Le Chapitre III est l’ensemble des différents résultats et discussions des paramètres étudiés.
Finalement une conclusion et perspectives proposées.



CHAPITRE I:
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1. Description et Classification de blé dur (Triticum durum Desf.)
Le blé dur (Triticum durum Desf.) est une plante annuelle de la classe des

Monocotylédones de la famille des poaceae, de la tribu des Triticées et du genre Triticum

(Feillet, 2000). En termes de production commerciale et d’alimentation humaine, cette espèce

est la deuxième plus importante du genre Triticum après le blé tendre. Leur famille comprend

600 genres et plus de 5000 espèces (Feillet, 2000).

Figure 01: Le blé dur (Triticum durum Desf.)

1.1. Taxonomie et classification des Triticum (Feillet, 2000)

Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Poales
Famille Poaceae
Sous-famille Festucoideae
Tribu Triticeae
Sou-Tribu Triticineae
Genre Triticum
Espèce Triticum durum Desf.

1.1.2. Classification des Triticum

En fonction du degré de ploïdie et d’après le nombre de leurs chromosomes, on

différencie les blés diploïdes Triticum monococcum (2n=14), les blés dur tétraploïdes

Triticum durum (2n=28) et enfin les blés tendre hexaploïdes (2n=48) Triticum aestivum

(Prats et Grandcourt, 1971 ; Beaugrand, 2004).
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2. Le stress

Le stress est l’ensemble des conditions qui provoquent des changements des

processus physiologique résultant éventuellement en dégâts, dommage blessures, inhibition

de la croissance ou de développement (Hopkins, 2003).

Le stress perturbe les structures normales et la coordination des processus variés au

niveau moléculaire, cellulaire, et de l’organisme entier. Le retour à la stabilisation et les

réactions de répartition, l’accomplissement d’un réajustement, d’états adaptés, et le maintien

de grands pouvoirs de résistance font tous appel à une énergie additionnelle et métabolite

(Larcher, 2001).

Les basses températures hivernales, les chaleurs extrêmes de l'été, la sécheresse, les

radiations élevées, la salinité et la pollution de l'air et des sols ne sont que quelques exemples

de ce à quoi une plante doit faire face. Dans l'environnement, des conditions qui génèrent des

stress sont créées lorsque les paramètres environnementaux atteignent des valeurs extrêmes.

Il peut en résulter des impacts importants sur la physiologie, le développement et la survie des

plantes (Jones et Jones, 1989).

3. Le stress hydrique

Le stress hydrique constitue un important facteur limitant la production des céréales.

Il affecte tous les aspects de croissance. Il se traduit chez la plante par une série de

modifications qui touchent les caractères morpho- physiologiques, biochimiques, génétiques

et même les niveaux d’expression des gènes associés à la sécheresse (Mefti et al., 2000).

3.1. Les conséquences du stress hydrique

Le stress hydrique  provoque des dommages qui résultent de la dessiccation du

protoplasme. La sortie de l'eau de la cellule provoque une augmentation de la concentration

des solutés, entraînant des conséquences sérieuses tant sur les plans structural et métabolique.

L'intégrité des membranes et des protéines est également affectée par la dessiccation, ce qui

entraîne des dysfonctionnements métaboliques.

Les protéines cytoplasmiques et les organites peuvent ainsi subir d'importantes pertes

d'activité ou être complètement dénaturés lorsqu'ils sont déshydratés. La photosynthèse et la

croissance cellulaire sont parmi les premiers processus affectés lors de stress hydrique

(Chaves et al., 2008).
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L'effet peut être direct, comme la diminution de la disponibilité en CO2 causée par la

limitation de la diffusion dans le mésophylle ,  l'altération du métabolisme photosynthétique,

ou par le stress oxydatif (Lawlor et Cornic, 2002 ; Flexas et al., 2004 ; Flexas et al., 2007).

Lors du déficit hydrique, la déficience en CO2 intracellulaire résulte en une sur-réduction des

composantes de la chaîne de transport d'électrons et les électrons sont transférés à l'oxygène

au niveau du photosystème I (PSI). Ce transfert mène à la production d'espèces réactives

d'oxygène (ERO).

Une conséquence importante des réductions de photosynthèse en cas de stress hydrique est la

synthèse de composés toxiques oxydants dans les cellules.

Si l'énergie solaire captée par les photosystèmes de la feuille n'est plus utilisée entièrement

par la photosynthèse, des formes toxiques de l'oxygène peuvent apparaître, les radicaux

(O2
•-), le peroxyde d'hydrogène(H2O2) et l e s radicaux hydroxyles (OH•). Ces radicaux

sont les mêmes que ceux qui causent le vieillissement des cellules végétales et animales, en

provoquant la peroxydation des lipides et la dénaturation des protéines et de l'ADN.

Au cours du déficit hydrique les ARNm ne sont pas traduits dans les mêmes proportions, et

le taux de traduction est modifié.

Les quantités de protéines ne sont donc que partiellement corrélées aux quantités d’ARNm.

Par ailleurs les protéines subissent ensuite des modifications (post traductionnelles ) qui ont

une influence sur leur activité (Kawaguchi et al., 2004).

3.2. Les mécanismes de résistance contre le stress hydrique

Les plantes possèdent divers mécanismes de résistance contre le stress. Lors d'un

déficit en eau, les stomates se ferment, la biosynthèse d'osmolytes particuliers augmente, la

balance de ces métabolites et la consommation, le partitionnement et la séquestration des ions

change, la composition des membranes est modifiée, et une cascade de signalisation est initiée

(Bohnert et al., 1995). La réponse d'acclimatation lors du stress hydrique  inclut aussi

l'inhibition de la croissance et la desquamation des feuilles, ce qui restreint la dépense en eau

des tissus sources et aide à maintenir le statut en eau et l'assimilation de CO2 chez la plante.

Les composés osmotiques comme les sucres et autres osmolytes sont aussi produits en

réponse à une lente induction de la déshydratation, et ont une fonction dans le maintien de

l'activité métabolique des tissus (Tardieu, 2003).
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4. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des

espèces réactives de l’oxygène et la capacité du corps à neutraliser et à réparer les dommages

oxydatifs (Boyd et al, 2003).

Ce déséquilibre entre les systèmes de défense et de production des radicaux libres entraine des

lésions biochimiques au niveau des cellules de l’organisme du fait de leurs conséquences sur

le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des protéines, l’apparition de cassures

au niveau de l’ADN, ou des atteintes de l’intégrité de la membrane cellulaire par l’induction

de la peroxydation lipidique.

Il est reconnu que le stress oxydatif représente aussi l'une des principales causes de la baisse

de production en agriculture (Foyer et Noctor, 2005).

Figure 02 : Schéma des facteurs du stress oxydatif

4.1. Les conséquences du stress oxydatif

Au cours du stress oxydant, Les ERO sont des molécules très réactives et certaines

d'entre elles, telles que le H202, Qui peuvent même diffuser à travers les membranes

(Bérubé et al., 2000).

Alors, les ERO peuvent causer de graves dommages à des composantes importantes

de la cellule. Les cibles des ERO sont principalement les protéines, les lipides membranaires

ainsi que l'ADN (Perez et al., 2000).
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La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules

biologiques : oxydation de l’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi des

lésions secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés

notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003).

4.1.1. Les conséquences du stress oxydatif sur les lipides

Au cours du stress oxydant, Les ERO peuvent également s'attaquer aux lipides et

plus particulièrement aux acides gras polyinsaturés des phospholipides des membranes.

Les conséquences de la peroxydation lipidique sont nombreuses. Parmi celles-ci, on retrouve

une réorganisation ainsi qu'une agglomération des phospholipides, une fluidité des

membranes abaissées et cela peut même entraîner la disparition des compartiments cellulaires

(Perez et al., 2000).

4.1.2. Les conséquences du stress oxydatif sur les protéines

L’ors du stress oxydant, les protéines subissent des modifications soit en présence de

métaux de transition, soit se l'action des radicaux libres.

Les ERO peuvent attaquer différents éléments des protéines comme leurs groupements

sulfhydriles (Lapointe et Bilodeau, 2003 ; Lapointe et al., 2005).

Les tyrosines sont également des composantes des protéines qui peuvent être attaquées par les

ERO. De plus, lorsqu'une protéine est attaquée par une ERO, il y a fréquemment formation de

dérivés carbonyls, c'est pourquoi ces derniers sont souvent utilisés comme indicateurs de

l'action des ERO sur les protéines (Emond et al., 2004).

La formation de ponts disulfures additionnels, des changements dans l'activité enzymatique et

des problèmes lors du transport membranaire sont quelques unes des dysfonctions causées par

l'oxydation des protéines (Yun et al., 1997 ; Jablonka et al., 2000 ; Lapointe et al., 2005).

Cependant, L’oxydation des acides aminés des protéines est généralement induite par le

radical hydroxyle mais peut aussi l’être par H2O2. Ces modifications peuvent intervenir sur la

chaîne carbonée principale (Berlett et Stadtman, 1997) ou des chaînes latérales et peuvent

entraîner la perte de la structure et/ou de la fonction d’une protéine (Uchida et coll, 1990).
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4.1.3. Les conséquences du stress oxydatif sur l'ADN

La plus par des dommages causés par le stress au niveau de l'ADN concernant les

espèces réactives de l'oxygène. Elles peuvent lui induire de nombreuses modifications

covalentes telles que des lésions aux bases nucléotidiques (purines et pyrimidines), des

cassures de brins, des pontages (cross-links) inter et intra brin (Sorg, 2004).

5. Les Espèces Réactives de l’Oxygène

Ces organismes utilisent l'oxygène pour oxyder les substrats riches en carbone et en

hydrogène. Cependant, quand on oxyde les molécules avec l'oxygène, ce dernier est réduit

et forme des intermédiaires radicalaires, très réactifs connus sous le non espèces réactives de

l'oxygène (ERO).

Ces ERO comprennent des radicaux tels l'anion superoxyde (O2°-) ou le radical hydroxyle

(HO-) et les espèces non radicalaires telles le peroxyde d'hydrogène (H2O2), l'oxygène

singulet (Simonian et Coyle, 1996 ; Garrel et al., 2007).

Tableau 01: Principales espèces réactives oxygénées radicalaires et non radicalaires

(Antwerpen, 2006).
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5.1. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons

non appariés (Jacques et André, 2004), cette molécule est très instable et réagie rapidement

avec d’autres composants, essayant de capturer l’électron nécessaire pour acquérir la stabilité,

une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche

en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-même un radical libre

(Martinez, 1995).

Le métabolisme chez les végétaux produits à l'état physiologique plusieurs variétés

d'ERO . Dans le cas d'un stress oxydatif, tous les ERO ne sont pas extrêmement réactifs, cette

réactivité étant très variable selon la nature du radical. Parmi les radicaux formés chez les

végétaux on distingue: le radical superoxyde (O2°-), le Radical hydroxyle (H O-), le Peroxyde

d'hydrogène (Smirnoff et al., 2005).

5.1.1. Le radical superoxyde (O2°-)

Le radical superoxyde intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.

Son origine principale est la chaîne respiratoire mitochondriale. En effet, ce système permet la

production du radical superoxyde par l’addition d’un électron à l’oxygène moléculaire

(Marfak, 2003; Antwerpen, 2006), cette réaction est catalysée par le cytochrome oxydase

mitochondrial : O2 + e- O2
-

5.1.2. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (HO-) joue un rôle initiateur dans l'auto-oxydation lipidique.

Il est principalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde

d’hydrogène,  ces réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:

Mn++H2O2 M(n+1)++OH+OH

Le fer peut également catalyser la transformation de l’anion superoxyde en présence de

peroxyde d’hydrogène avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite Haber-

Weiss (Jacques et André, 2004).

O2-·+ H2O2 Fe O2 +OH. + OH- (Réaction de Haber-Weiss).
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5.1.3. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Egalement appelée dioxyde de dihydrogène ou eau oxygénée est très soluble dans

l’eau, pénètre facilement dans les membranes biologiques, et peut provoquer la dégradation

des protéines, la libération de Fe3+ ; l’oxydation de l’ADN, de lipides, ou encore de thiols,

mais également l’inactivation d’enzymes. Sa capacité à traverser les membranes biologiques

et à diffuser loin de son lieu de synthèse, fait du peroxyde d’hydrogène une des composantes

utilisée par les cellules dans la signalisation intra et /ou inter cellulaire. En effet, en faible

concentration, il ne présente pas de toxicité pour la cellule.

Cependant, en forte concentration, il induit une cytotoxicité par le biais des ROS qu’il génère.

En se décomposant en anions hydroxyles et en radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton

(Fe2+ et Cu-) en présence de sels métalliques (Wardman et Candeias, 1996).

Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par le superoxyde

dismutase (SOD). 2O2-+ 2 H+ H2O2+O2

Le peroxyde d’hydrogène est moins réactif que l’anion superoxyde, mais il possède une

capacité de diffusion importante (Jacques et André, 2004).

Figure 03 : Schéma de différentes formes d’ERO (Gutteridge et Halliwel, 1992).
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5.2. Les mécanismes de résistance contre les espèces réactives de l’oxygène

La plante réagit au stress en mettent en œuvre diverses stratégies de défense, elle

perçoit un stimulus qui engendre l'émission de signaux. Ceux-ci sont transmis à l'intérieur de

la cellule déclenchant l'activation de gènes codant pour des enzymes du métabolisme secondaire

pour synthétiser diverses molécules de défense. Cette ligne de défense est constituée

principalement de trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et les

peroxydases (POX). Ces enzymes agissent directement sur les espèces réactives, mais leur

action est parfois insuffisante.

(Kangasjarvi et al., 1994 ; Pell et al., 1997; Noctor et al., 1998).

6. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée à faible dose à un

produit naturellement oxydable à l’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénomène

d’oxydation. Cette définition peut être élargie et le terme "antioxydant" englobe ainsi toutes

les substances qui protègent les systèmes biologiques contre les effets délétères potentiels des

processus ou réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004).

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages

causés par les radicaux libres dans l’organisme et permettent de maintenir au niveau de la

cellule des concentrations non cytotoxiques des ERO (Vansant, 2004).

Ils agissent en formant des produits finis non radicaux, d’autres en interrompant la réaction

en chaîne de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que

celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres antioxydants absorbent

l’énergie excédentaire de l’oxygène singlet pour la transformer en chaleur. En même temps,

les anti oxydants arrêtent la réaction, la plupart du temps parce que la structure des

antioxydants est relativement stable (Haton, 2005).

6.1. Les antioxydants enzymatiques et leurs systèmes

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion

peroxydase et la glutathion reductase), sont considérés comme la première ligne de défense

contre les différentes espèces oxydantes, leur rôle principal est de diminuer la quantité des

ERO dans la cellule. Parfois, ces enzymes nécessitent des cofacteurs comme les oligo

éléments (Zn, Cu, Mn, Se, Fe) pour exercer leur activité enzymatique (Mittler et al., 2004).
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Tableau 02: Différents mécanismes des systèmes antioxydants (Mittler et al., 2004)

6.1.1. Le Superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD sont les premières enzyme à intervenir dans la cascade des ERO. Ce sont

des métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes (O2•-) en peroxyde

d’hydrogène (H2O2) et oxygène (Powers et Lennon, 1999). Les SOD se différencient par leur

localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : SOD à Manganèse (Mn-SOD) dans les

mitochondries, à ions cuivre ou à zinc (Cu/Zn-SOD) dans le cytoplasme et les mitochondries

(Faridovich, 1995). Il a été nouvellement montré que la (Cu/Zn-SOD) était également

présente dans l’espace inter membranaire (Sturtz et al., 2001).

6.1.2. La Glutathion peroxydase (GPx)

Elle agit en synergie avec SOD puisque son rôle est d’accélérer la dismutation de

H2O2 et de la réduire en H2O et O2, elle réduire aussi les peroxydes lipidiques ou les hydro

peroxydes organiques (Mullineaux et al., 1998 ; Arora et al., 2002 )
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6.1.3. Les Catalases (CAT)

Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la dismutation du

peroxyde d’hydrogène en H2O et O2 (Arora et al., 2002).

6.1.4. Les peroxydases (POX)

Sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques catalysant la réduction

d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs d’électrons

(Arora et al., 2002).

6.1.5. Le malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est l’un des produits terminaux formés lors de la décomposition

(oxydation) des acides gras polyinsaturés (PUFA) médiée par les radicaux libres. Les taux

élevés de MDA signent donc un stress oxydatif portant notamment sur l’oxydation des lipides

(Chebab et al., 2009).

La détection spectrophotométrique du malonedialdéhyde (MDA) par le test à l’acide

thiobarbiturique (TBA) est la méthode la plus ancienne et la plus populaire pour mesurer la

peroxydation lipidique. Cependant, la MDA reste un indice peu représentatif de la présence

d’une peroxydation lipidique puisqu’elle ne représente qu’un pourcent des produits de

décomposition des peroxydes lipidiques (Pincemail et al., 1999). Nombreux laboratoires

dans le monde reposent sur le dosage du MDA pour évaluer l’augmentation ou la diminution

du MDA afin d’évaluer les effets des traitements antioxydants.

6.1.5. 1 Intérêt du dosage du malonedialdéhyde (MDA)

Le malonedialdéhyde (MDA), produit terminal de la dégradation des lipides et dont

la concentration est en relation étroite avec les dégradations de la membrane cellulaire,

permet de monter l'effet d'une pénétration d'un xénobiotique dans l'organisme. Ce paramètre

constitue un indicateur précoce d'une agression toxique et par conséquent il peut être utilisé

comme biomarqueur du stress oxydatif (Funes et al., 2006 ; Ladhar et al., 2007). Les radicaux

libres en particulier les radicaux hydroxyles, sont susceptibles d'interagir au niveau des doubles

liaisons C=C avec les chaines d'acides gras polyinsaturés qui constituent le double feuillet

phospholipidique des membranes. Ils entrainent alors la peroxydation des acides gras

polyinsaturés en provoquant une désorganisation membranaire qui aboutis à la lyse

cellulaire. (Bonnefont et al., 1994).
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Figure 04: Schéma de système de défense antioxydant enzymatique

6.2. Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas

synthétisés par l’organisme et doit vent être apportés par l’alimentation. Dans cette catégorie

d’antioxydant nous retrouvons les oligo éléments, la glutathion réduit (GSH), l’ubiquinone, le

cytrochrome C et les vitamines E et C (Blandine, 2006).

6.3. Antioxydants d’origine végétale

Les plantes constituent des sources très importantes d'antioxydants naturels dont

l'efficacité est la plus reconnue aussi bien dans l'industrie agroalimentaire que pour la santé

humaine sont: les tocopherols, les carotenoides et polyphenols…etc.

Les Antioxydants naturels peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et

elles ont également une capacité de lier les acides gras libres.

Leurs prise a été largement rapportée pour protéger contre le développement de maladies

coronariennes.
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De nombreuses preuves existent montrant que les polyphénols peuvent prévenir l’oxydation

des (LDL) lipoprotéine de basse densité (Koechlin et Ramonatxo, 2006).

6.4. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de

l’oxygène singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la

réduction de radicaux ou de peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition.

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir à deux niveaux : en

prévenant la formation de radicaux libres oxygénés ou en épurant les radicaux libres

oxygénés.  En complément de cette double ligne de défense, l’organisme est en outre capable

de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par l’attaque radicalaire

(Gardès, 2003).

Les antioxydants préventifs ont une action stabilisatrice en décomposant par exemple les

peroxydes en des produits stables de terminaison ce qui empêche directement la formation des

radicaux libres. Ils peuvent aussi chélater les catalyseurs des réactions d’oxydation tels que les

ions métalliques ou bien réagir avec l’oxygène. Les piégeurs des ERO rentrent en compétition

avec des radicaux déjà existants et contribuent à bloquer la phase de propagation. On

différencie deux types de piégeage:

le premier par libération d’un atome d’hydrogène, souvent par une structure aromatique

(cas des dérivés du phénol : tocophérols, polyphénols, flavonoïdes…)

et le deuxième par libération d’un électron (Huang et al., 2005).

La combinaison de ces antioxydants préventifs et piégeurs peut générer des effets

synergiques.

Figure 05: Schéma de système de Mécanisme d’action des antioxydants
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7. Les polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) sont des produits du métabolisme

secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques,

avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 9000 structures connues différentes

(Bahorun, 1997), Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles

benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. allant de molécules phénoliques

simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques à des composés hautement

polymérisés comme les tannins (Akowauh et al., 2004). Ils font partie intégrante de

l’alimentation humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Ces corps jouent un rôle fondamental car sont des éléments importants de qualités sensorielles

(couleur et caractères organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que les légumes,

les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé.

que consomme l'homme environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus

que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoïdes ou vitamine E (Scalbert et al., 2005).

Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les plantes,

ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-à-vis des organismes

pathogènes. Ils participent de manière très efficace à la tolérance des végétaux à des stress

variés, donc ces composés jouent un rôle essentiel dans l'équilibre et l’adaptation de la plante

au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).

7.1. Structure chimique et classification des polyphénols

La structure chimique est identique à tous les polyphénols : un ou plusieurs noyaux

aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes et en fonction du

nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient.

Figure 06: Structure du phénol (C6H6O)
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On distingue les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoïdes,

les lignanes et les stilbènes (Boros et al., 2010). En plus de cette diversité, les phénols sont

présents naturellement sous forme conjuguée : avec des sucres, des acides organiques, entre

eux. Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes selon le nombre d'atome de carbone

dans le squelette de base (Tab 03 ).

Tableau 03: Principales classes des polyphénols (Macheix et al .,2005).

7.2. Biosynthèse des polyphénols

7.2.1. La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthèse des composés aromatiques, elle joue un rôle

critique pour contrôler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Yao et al., 1995).
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7.2.2. La voie des phénylpropanoides

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en

plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoïdes, flavonoïdes,

acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymère

le plus important après la cellulose. (Yao et al., 1995).

7.3. Effets biologiques et antioxydants des polyphénols

Les polyphénols ont une multitude d'activités biologiques dépendant de leur structure

et chimique. Ces derniers ont également un rôle dans le contrôle de la croissance et le

développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de

croissance. Ils participent directement aux réactions de stress environnementaux,

comme les attaques par les ravageurs et contribuent au processus de guérison de la plante

par la lignification des tissus endommagés (Manach et al., 2004).

Les polyphénols sont associés à de nombreux processus physiologiques dans la qualité

alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise à des blessures mécaniques.

La capacité d’une espèce végétale à résister les stress biotiques et abiotiques est souvent

corrélée avec la concentration en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Les polyphénols sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent neutraliser

les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogène. Leurs structures leurs

confèrent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle des polyphénols

sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogènes ; ils peuvent réagir avec les espèces réactives

de l’oxygène et les espèces réactifs de l'azote, enfin de réaction, le cycle de génération de

nouveaux radicaux est interrompu. Suite à l'interaction avec les espèces réactives initiales, la

forme radicalaire de l'antioxydant est produite, ayant une plus grande stabilité chimique que le

radical initial. L'interaction des groupes hydroxyle de composés phénoliques avec les

électrons du noyau benzénique donne aux molécules des propriétés particulières, le plus

notamment la capacité à générer des radicaux libres, où le radical est stabilisé par la

délocalisation. Le pouvoir antioxydant des polyphénols est également attribué à leur capacité

à chélater les métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres. Cependant, les

polyphénols peuvent agir comme des prooxydants (Laughton et al., 1989 ; Halliwel, 2008).
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Les polyphénols peuvent agir selon divers mécanismes

(Handique et Baruah, 2002 ; Chrebil, 2006 ; Rolo et al., 2009) :

-Inhibition enzymatique

-Chélation des ions métalliques

-Piégeage des radicaux libres

Figure 07: Piégeage des ERO par les polyphénols
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1. Matériel végétale

L’étude a porté sur dix variétés de blé dur (Triticum durum Desf.) d’origine

diverses, introduites et locales. (Institut Technique des Grands Culture I.TG.C, El khroub-

Algérie).

Variétés Origines Abréviations

Vitron Espagne V1

Gta dur Mexique (Cimmyt) V2

Waha Syrie V3

Cirta Algérie (El khroub) V4

B17 Espagne V5

Wahbi Algérie V6

Otb4(3) Algérie V7

Ter(2-1) Algérie V8

F4∕3 Algérie V9

Bousselem Algérie (Sétif) V10

Tableau 04: Les dix variétés étudiées de blé dur (Triticum durum Desf.) et leurs origines

2. Conduite de l’essai

L’expérimentation à été conduite sous serre (Bio pole, Chaabat Erssas), Université

des Frères Mentouri Constantine.

Cette étude à été réalisée en pots, portant sur dix variétés de blé dur dans des conditions

expérimentales semi contrôlées (sous serre).

Les dix variétés de blé dur ont été germées dans vingt pots en plastiques contenant un

mélange de 2∕3 sol et 1∕3 sables sachant que pour chaque variété un pot témoin et un stressé.

L’étude de la réponse des dix variétés de blé dur face au stress hydrique a été réalisée au

début de stade montaison, l’application du stress est dix jours.
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Figure 08: Les dix variétés de blé dur (Triticum durum Desf.) sous serre

3. Mise en Expérimentations

Dans cette étude ont pratique le dosage de  peroxyde d’hydrogène (H2O2) et la peroxydation

lipidique a travers le dosage de malonedialdéhyde (MDA), ainsi le dosage des protéines totales

et des polyphénols totaux. Pour s'assurer que les résultats sont fiables, le dosage de chaque

technique a été réalisé en deux répétitions pour chaque variété témoin et a trois répétitions

pour chaque variété stressée.

3.1. Dosage de peroxyde d’hydrogène H2O2 (Loreto et Velikova, 2001)

Figure 09: Dosage de peroxyde d’hydrogène (H2O2)
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3.1.1. Technique de dosage

- La solution végétale (0.1 g de feuilles et 5 ml d’acide Trichloracétique TCA à 1 %)

- La solution végétale est broyée dans un bain à glace.

L’homogénat est centrifugé à 12000 g pendant 15 min.

- 0.5 ml du surnageant sont mélangés à 0.5 ml de régulateur (phosphate de potassium KOH)

et 1 ml d’iode de potassium (KI).

-La D.O est lue à 390 nm à l’aide d’un spectrophotomètre.

-La concentration du H2O2 est déterminée en utilisant l’équation suivante : DO / 0.04

3.2. Dosage de malondialdéhyde MDA (Hernández et Almansa, 2002)

Figure 10: Dosage de malondialdéhyde (MDA)

3.2.1. Technique de dosage

-50 mg de poids secs de feuilles sont broyées dans un mortier-pilon broyés puis homogénéisés

dans 2 ml d’acide Trichloracétique (TCA) à 1 %.

-L’homogénat est centrifugé à 15000 g pendant 10 min à 4°C.

-0,6 ml du surnageant.

-1,6 ml d’acide Thio barbiturique (TBA) préparé dans du TCA à 20 %.
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-Les échantillons ont été incubés à 90°C pendant 20 min.

Après l’arrêt de la réaction dans la glace :

-Les échantillons sont centrifugés à 10000 g pendant 5 min.

-La D.O est lue à 532 nm à l’aide d’un spectrophotomètre.

- La concentration du MDA est déterminée en utilisant le coefficient d’extinction

155 /Mm/cm.

3.3. Dosage des protéines totales ( Lowry et al., 1951 )

Figure 11: Dosage des protéines totales

3.3.1. Réactif utilisés

- Solution A : réactif de Folin-Ciocalteus dilué de moitié dans la soude 0,1N ;

- Solution B : carbonate de sodium (2 %, m/v) préparé dans la soude 0,1N ;

- Solution C1 : sulfate de cuivre (0,5 %, m/v) préparé dans de l'eau distillée ;

- Solution C2 : tartrate double de sodium et de potassium (1%, m/v) préparé dans de l'eau

distillée ;

- Solution D : préparée extemporanément à partir de 100 µl de solution C1, 100 µl de solution

C2 et 10 ml de solution B.
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Figure 12: Préparation des solutions A,B,C1,C2,D

3.3.2. Technique de dosage

- La solution végétale (0.1 g de feuilles broyées avec 5 ml d'eau distillée)

-200 µl de préparation protéique ont été dilués dans 2 ml de solution D.

- 200 µl de solution A ont été ajoutés à ce mélange.

Le milieu réactionnel a été agité et laissé reposer pendant 30 min à l'obscurité pour permettre

le développement de la coloration. La densité optique de l'essai a été mesurée à 600 nm.

La densité optique obtenue a été ensuite convertie en mg de protéine par ml grâce à une droite

d'étalonnage du sérum albumine bovine qui a été utilisé comme protéine de référence

préparée dans les mêmes conditions.
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Figure 13: Courbe d’étalonnage de BSA pour le dosage des protéines totales.

3.4. Dosage des polyphénols totaux (Singleton et Rossi, 1965)

Figure 14: Dosage des polyphénols totaux
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3.4.1. Technique de dosage

- La solution végétale (0.1 g de feuilles broyées avec 2 ml d'eau distillée chaude).

- Réactif de Folin Ciocalteu (1 ml).

- Le bicarbonate (CO3Na2) à 4,25% (20 ml).

- On porte au bain-marie à 70°C pendant 20 minutes.

-Après refroidissement on détermine la densité optique à 760 nm.

-Les résultats obtenus sont exprimés en mg par ml, en utilisant la courbe d’étalonnage tracée

de l’acide gallique.

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

4. Analyse statistique des données

L'analyse de la variance (ANOVA) à un facteur de classification a été utilisé à

l’aide du logiciel Excel Stat (2014).
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Tableau 5 : Les résultats des concentrations différentes étudiées avec des

Statistiques descriptifs

Génotypes

Polyphénols Protéines H2O2 MDA

T S T S T S T S

Vitron 0.040 0.045 0.370 0.255 8.413 8.733 5.662 11.546

Gta dur 0.040 0.050 0.343 0.313 7.675 12.408 4.417 18.656

Waha 0.040 0.045 0.310 0.187 7.000 8.875 8.447 15.630

Cirta 0.040 0.050 0.320 0.257 7.400 10.216 5.192 17.545

B17 0.070 0.080 0.297 0.328 8.325 8.883 2.945 32.756

Wahbi 0.040 0.050 0.341 0.252 11.338 10.775 3.545 27.323

Otb4(3) 0.060 0.060 0.250 0.243 6.575 4.841 5.812 20.685

Ter(2-1) 0.070 0.080 0.258 0.249 9.525 9.591 2.980 18.471

F4/3 0.040 0.050 0.332 0.286 7.588 13.991 29.767 30.446

Bousselem 0.060 0.060 0.286 0.160 7.025 5.975 3.283 32.731

Minimum 0.040 0.040 0.250 0.154 6.250 4.275 2.077 11.625

Maximum 0.070 0.080 0.400 0.344 11.575 14.175 30.550 36.735

Moyenne 0.050 0.056 0.311 0.253 8.086 9.429 7.249 23.080

Ecart-type 0.0131 0.0134 0.043 0.050 1.456 2.660 8.153 7.220

Pr > F NS *** * *** *** *** *** ***
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Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le stress a augmenté la concentration d’H2O2 chez les génotypes étudiés.

La plus grande concentration est bien marqué chez la variété stressée F4∕3 avec une valeur

maximale de 13,991 (g/mol) par apport aux témoins.

Tandis que la variété stressée Otb4(3) présente une valeur minimale de 4,841(g/mol)  par

apport aux témoins, avec une moyenne de 9,429 (g/mol) entre les dix variétés stressées et une

moyenne de 8,086 (g/mol) entre les dix variétés témoins (Fig16).

Figure 16 : La concentration de peroxyde d’hydrogène (H2O2) chez les dix variétés étudiées

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré une très grande signification chez les variétés

témoins et stressés  P <0,001(Tab5).

Le H2O2 joue le rôle d'une molécule signal qui alerte la cellule de la présence d'un

stress environnemental (Rentel et Knight, 2004 ; Maksymiec, 2007).

Le peroxyde d'hydrogène (H2O2) peut fonctionner comme un messager secondaire à

des faibles concentrations mais il devient toxique à fortes concentrations (Dat et al., 2000).

0,000

2,000

4,000

6,000

8,000

10,000

12,000

14,000

16,000

[H
2O

2
(g

/m
ol

) ]

Chapitre III Résultats et discussion

28

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le stress a augmenté la concentration d’H2O2 chez les génotypes étudiés.

La plus grande concentration est bien marqué chez la variété stressée F4∕3 avec une valeur

maximale de 13,991 (g/mol) par apport aux témoins.

Tandis que la variété stressée Otb4(3) présente une valeur minimale de 4,841(g/mol)  par

apport aux témoins, avec une moyenne de 9,429 (g/mol) entre les dix variétés stressées et une

moyenne de 8,086 (g/mol) entre les dix variétés témoins (Fig16).

Figure 16 : La concentration de peroxyde d’hydrogène (H2O2) chez les dix variétés étudiées

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré une très grande signification chez les variétés

témoins et stressés  P <0,001(Tab5).

Le H2O2 joue le rôle d'une molécule signal qui alerte la cellule de la présence d'un

stress environnemental (Rentel et Knight, 2004 ; Maksymiec, 2007).

Le peroxyde d'hydrogène (H2O2) peut fonctionner comme un messager secondaire à

des faibles concentrations mais il devient toxique à fortes concentrations (Dat et al., 2000).

Génotypes

Chapitre III Résultats et discussion

28

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le stress a augmenté la concentration d’H2O2 chez les génotypes étudiés.

La plus grande concentration est bien marqué chez la variété stressée F4∕3 avec une valeur

maximale de 13,991 (g/mol) par apport aux témoins.

Tandis que la variété stressée Otb4(3) présente une valeur minimale de 4,841(g/mol)  par

apport aux témoins, avec une moyenne de 9,429 (g/mol) entre les dix variétés stressées et une

moyenne de 8,086 (g/mol) entre les dix variétés témoins (Fig16).

Figure 16 : La concentration de peroxyde d’hydrogène (H2O2) chez les dix variétés étudiées

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré une très grande signification chez les variétés

témoins et stressés  P <0,001(Tab5).

Le H2O2 joue le rôle d'une molécule signal qui alerte la cellule de la présence d'un

stress environnemental (Rentel et Knight, 2004 ; Maksymiec, 2007).

Le peroxyde d'hydrogène (H2O2) peut fonctionner comme un messager secondaire à

des faibles concentrations mais il devient toxique à fortes concentrations (Dat et al., 2000).

Témoins

Stréssées



Chapitre III Résultats et discussion

29

Le malonedialdéhyde (MDA)

Les premières cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les

membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés

(AGPI) sont très sensibles à l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation.

L'oxydation des lipides génère des peroxydes lipidiques qui sont eux-mêmes très réactifs. La

peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et de

l'excitabilité des membranes (Pamplona et al., 2000).

Le  MDA jouent un rôle d'indicateur de stress abiotique par conséquent il peut être

utilisé comme bio marqueur du stress oxydatif (Funes et al.,2006 ; Ladhar et al., 2007).

Figure 17 : La concentration de malondialdehyde (MDA) chez les dix variétés étudiées

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré une très grande signification  chez les dix

variétés témoins et stressés  P <0,001 (Tab5).

Le stress a augmenté la concentration du malonedialdéhyde (MDA) chez les génotypes

étudiés (Fig 17).

La valeur maximale est noté chez la variété stressée B17 de 32,756 (μmol g-1MF) par apport

aux témoins.Tandis que la variété stressée Vitron présente une valeur minimale de 11,54

(μmol g-1MF) par apport aux témoins.

La moyenne est de 23,080 (μmol g-1MF) entre les variétés stressées et de 7,249 (μmol g-

1MF) entre les variétés témoins.
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Les protéines totales

Les protéines oxydées perdent leurs propriétés biologiques par l’action des ERO.

L’oxydation des protéines conduit à une modification structurale des protéines dont les

conséquences sont majeures : perte de fonction catalytique, augmentation de la sensibilité

aux protéases…(Stadtman et Levine, 2000).

Figure 18 : La concentration des protéines totales chez les dix variétés étudiées

Dans cette étude le stress a diminué la concentration des protéines chez les

génotypes étudiés (Fig18).

Cette diminution est marqué chez la variété stressée Bousselem avec une valeur minimale de

0,160 (mg/ml) par apport aux témoins, par contre la variété stressée B17 a marqué une valeur

maximale de 0,328 (mg/ml) par apport aux témoins.

La moyenne est de 0,253 (mg/ml) entre les dix variétés stressées et de 0,311 (mg/ml) entre les

dix variétés témoins.

L’analyse de la variance (ANOVA) a été très signicatif chez les dix variétés témoins et

stressés  P <0,001 (Tab 5).
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Les polyphénols totaux

La figure 19 montre que dans les feuilles, la concentration des polyphénols varie

d'une variété a une autre; En effet : Elle a augmenté chez les génotypes étudiés après le stress

appliqué.Cette augmentation est bien marqué chez les deux variétés stressées B17 etTer (2-1)

avec une valeur maximale de 0,080 (mg/ml) par apport aux témoins.

Tandis que les deux variétés stressées Vitron et Waha présentent  une valeur minimale de

0,045 (mg/ml) par apport aux témoins, avec une moyenne de 0,056 (mg/ml) entre les dix

variétés stressées et une moyenne de 0,050 (mg/ml) entre les dix variétés témoins.

Figure 19 : La concentration des polyphénols totaux chez les dix variétés étudiées

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré une très grande signification chez les variétés

stressés  P <0,001.Contrairement aux variétés témoins qui ont été non signicatif  P> 0,05

Les polyphénolsexpriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage directdes espèces

réactives de l’oxygène (ERO), La suppression de la formation des ERO parl’inhibition de

quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leurproduction, La

protection des systèmes de défense antioxydants de l’organisme (Boudiaf, 2006).

En effet, les polyphénols possèdent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et

les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, à la capacité de ces composes naturels à

piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH•) et superoxydes (O2•)

(Bartosz, 2003).
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Discussions générales
Le stress a provoqué une perturbation dans tous les paramètres étudiés chez les dix

variétés étudiées en effet Les variétés B17, Ter (2-1),  Bousselem. Ont montré une très

grande tolérance par apport aux autres variétés.

Nos résultats montrent une augmentation très élevée des concentrations de peroxyde

d'hydrogène (H2O2) chez variétés stressées par apport aux témoins notamment chez la variété

F4∕3. La variation de l’activité des peroxydases est observée chez plusieurs espèces cultivées

sous différents stress abiotiques et biotiques, ces stress provoquent une augmentation des

peroxydases ( Khales et Baaziz, 2006).

La concentration de malondialdehyde (MDA) a été augmentée chez les variétés

stressées par apport aux témoins. Plus au moins chez la variété B17.

L’augmentation de la concentration de MDA au niveau des feuilles confirme que les ERO

produites ont généré une peroxydation lipidique (Zeriri et al., 2012).

Récemment, (Daud et al., 2015) constates aussi que le niveau de MDA augmente

chez le Cotton(Gossypium hirsutumL.) stressé.

Le concentration du MDA invariable semble être une caractéristique des plantes tolérantes au

stress hydrique  et le degré desdégâts oxydatifs cellulaires des plantes exposées aux stress

abiotiques est fonction de la capacité des plantes à se protégercontre les agents oxydatifs

(Shalata et Tal, 1998 ; Shalata et al., 2001 ; Ashraf  et al., 2004).

Concernant les protéines nos résultats montrent une diminution des concentrations

protéiques des variétés stressées par apport aux témoins. Sauf  la variété B17 qui a résistée

l’oxydation lipidique par l’accumulation des protéines.

D’après (Mahi et al., 2015) la concentration des protéines d’Atriplex halimus, diminuent au

niveau des feuilles lors d’un stress oxydatif.Cette diminution est aussi montrée chez le Cotton

(Gossypium hirsutumL.) stressé (Daud et al., 2015).

La concentration des polyphénols des variétés stressées est peut élevée que celle des

témoins mais spécifiquement réclamer chez les deux variétés stressées B17 et Ter (2-1).

Plusieurs travaux ont montré que la tolérance au déficit hydrique est fortement liée à

l’efficacité des enzymes antioxydants.

(Rout et Shaw, 2001 ; Arbona et al., 2003 ; Muscolo  et al., 2003).

Selon (Zhu et Scandalios., 1994 ; Noctor et al., 1998), la tolérance au déficit hydrique

semble être liée à une augmentation de la capacité antioxydative impliquée dans la

détoxification des espèces d’oxygènes réactives (ERO).
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Macheix et ses collaborateurs en 1990 signalent que la concentration des polyphénols est

très variable d’une espèce à une autre et d’une variété à une autre.

A ce propos plusieurs auteurs (Abdel et al., 2006 ; Jonnala, 2010 ; Chaib et al ., 2015 ) ont

montrées la richesse des feuilles du céréales en polyphénols lesquels possèdent grand pouvoir

antioxydant.

Les polyphénols sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de

capter les radicaux hydroxyles, superoxyde et peroxyles.

(Anderson et al., 1996 ; Hu et al., 2005).

Les Polyphénols bloquent l'auto oxydation et la génération de radicaux oxygénés actifs,

comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2). En définitive, ces derniers pourraient accélérer la

survenue de l'atteinte oxydative de l'ADN, des protéines et des lipides (Milane, 2004).

En conclusion, l’impact du stress hydrique est plus important chez les feuilles

(Hichem et al., 2009), Ils relient la meilleure tolérance à la capacité de ces dernières à

accumuler des polyphénols, qui selon ces auteurs, participent efficacement à la restriction des

dommages oxydatifs causées par la formation des molécules de peroxyde d’hydrogène (H2O2)

(Muscolo  et al ., 2003).
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Conclusion et perspectives

La tolérance au stress oxydatif généré sous déficit hydrique demeure la résultante de

nombreux mécanismes adaptatifs fonctionnels durant la vie de la plante.

Pour que la plante survive elle nécessite des modifications morphologiques, métaboliques et

moléculaires. Ces changements doivent aider à la fois à minimiser les effets nocifs des stress.

La réponse des plantes au changement de stress varie selon l’intensité du stress et les

caractéristiques de la plante même.

Les résultats de cette étude ont montré que le déficit hydrique à influencer sur les différents

paramètres biochimiques étudiés chez les variétés étudiées. La feuille semble être affectée par

le stress oxydatif. Ceci pourrait être expliqué par l'accumulation et la répartition des espèces

réactives d’oxygène (ERO) au sein de la plante par la production importante d'espèces réactives

d'oxygène (ERO) et en particulier le peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui semblent avoir une

concentration très élever dans la cellule.

Dans cette étude la production de MDA est différente d’une variété à une autre.

La Peroxydation lipidique est corrélée avec l’augmentation de la concentration de

malonedialdéhyde (MDA). Contrairement à l’oxydation des protéines qui sont corrélée avec la

diminution des protéines.

Le stress hydrique provoque une augmentation importante en polyphénols au niveau des

feuilles des dix variétés de blé dur, Cette tolérance se manifeste à une forte concentration en

molécules antioxydantes.

En fin, on peut dire que les dix variétés de blé dur utilisent les mêmes stratégies pour tolérer

les différents stress abiotiques.

Comme perspectives on propose de :

- Faire une étude approfondis sur les trois variétés étudiées : B17, Ter (2-1), Bousselem.

- Faire un croisement multiple entre les variétés B17 X Ter (2-1) et B17 X Bousselem pour

obtenir des variétés qui reflète sur le rendement sous les conditions de la sécheresse.

En conclusion, pour mener à bien cette étude, il serait intéressant d'élargir

l'investigation à d'autres méthodes d'analyse et aux autres marqueurs de stress oxydatif

(dosage de carbonyles, dosage des différents enzymes antioxydantes, dosage de la vitamine

E,).
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Annexes
Statistiques
Descriptives H2O2 Témoin

Variabl
e

Observatio
ns

Obs. avec
données

manquantes

Obs. sans
données

manquantes
Minimu

m
Maximu

m
Moyenn

e
Ecart-
type

T 20 0 20 6,2500 11,5750 8,0863
1,456

0

Statistiques
Descriptives : H2O2 Stressé

Variabl
e

Observatio
ns

Obs. avec
données

manquantes

Obs. sans
données

manquantes
Minimu

m
Maximu

m
Moyenn

e
Ecart-
type

S 30 0 30 4,2750 14,1750 9,4292
2,660

7

Analyse de la variance
Témoin

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne des

carrés F Pr > F
Modèle 9 36,5659 4,0629 10,9410 0,0004
Erreur 10 3,7134 0,3713
Total corrigé 19 40,2793

Stressé

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne des

carrés F Pr > F
Modèle 9 198,6459 22,0718 66,3646 < 0,0001
Erreur 20 6,6517 0,3326
Total corrigé 29 205,2976



Statistiques
Descriptives MDA Témoin

Variable Observations

Obs. avec
données

manquante
s

Obs. sans
données

manquante
s Minimum Maximum Moyenne

Ecart-
type

6 365 19 0 19 2,0770 30,5500 7,2496 8,1539
Statistiques
Descriptives MDA Stressé

Variable
Observation

s

Obs. avec
données

manquante
s

Obs. sans
données

manquante
s Minimum

Maximu
m Moyenne Ecart-type

8,06 29 0 29 11,6250 36,7350 23,0800 7,2202

Analyse de la variance
Témoin

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne
des carrés F Pr > F

Modèle 9 1183,2854 131,4762 87,9564 < 0,0001
Erreur 9 13,4531 1,4948
Total
corrigé 18 1196,7385

Stressé

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne
des carrés F Pr > F

Modèle 9 1366,9078 151,8786 31,1129 < 0,0001

Erreur 19 92,7491 4,8815
Total
corrigé 28 1459,6570



Statistiques
Descriptives :

Protéines
totales Témoin

Variable Observations

Obs. avec
données

manquantes

Obs. sans
données

manquantes Minimum Maximum Moyenne
Ecart-
type

T 20 0 20 0,2500 0,4000 0,3110 0,0433
Statistiques
Descriptives

Protéines
totales Stressé

Variable Observations

Obs. avec
données

manquantes

Obs. sans
données

manquantes Minimum Maximum Moyenne
Ecart-
type

S 30 0 30 0,1540 0,3440 0,2532 0,0502
Analyse de la variance

Témoin

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne des

carrés F Pr > F
Modèle 9 0,0266 0,0030 3,2726 0,0393
Erreur 10 0,0090 0,0009
Total corrigé 19 0,0356

Stressé

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne
des carrés F Pr > F

Modèle 9 0,0706 0,0078 62,7946 < 0,0001
Erreur 20 0,0025 0,0001
Total corrigé 29 0,0731



Statistiques
Descriptives

Polyphén
ols Témoin

Varia
ble

Observati
ons

Obs. avec
données

manquant
es

Obs.
sans

données
manquan

tes
Minim

um
Maxim

um
Moyen

ne
Ecart-
type

0,04 19 0 19 0,0400 0,0700 0,0505 0,0131
Statistiques
Descriptives Polyphénols Stressé

Varia
ble

Observati
ons

Obs. avec
données

manquantes
Obs. sans données

manquantes Minimum
Maxim

um
Moyen

ne
Ecart
-type

s 30 0 30 0,0400 0,0800 0,0567
0,01

34

Analyse de la
variance Témoin

Source DDL
Somme des

carrés
Moyenne des

carrés F Pr > F
Modèle 9 0,0031 0,0003
Erreur 9 0,0000 0,0000
Total corrigé 18 0,0031

Stressé

Source DDL
Somme

des carrés
Moyenne
des carrés F Pr > F

Modèle 9 0,0049 0,0005 29,3939 < 0,0001
Erreur 20 0,0004 0,0000
Total
corrigé 29 0,0052
Calculé contre le modèle Y=Moyenne(Y)
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Résumé
Dans ce travail on a étudié  les caractères biochimiques de dix variétés de blé dur

(Triticum durum Desf.) introduites et locales. Qui sont comparés entre eux pour leurs tolérances et leurs

réponses au stress oxydatif généré sous un déficit hydrique.

Les paramètres mesurés sont : le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le dosage de malonedialdéhyde (MDA),

ainsi le dosage des protéines totales et des polyphénols totaux.

Une large variabilité est enregistrée entre les variétés. En outre les résultats obtenus montrent que le stress

hydrique a entrainé une production des espèces réactives de l’oxygène (ERO) tel que le peroxyde

d’hydrogène (H2O2) et des oxydations lipidiques et protéiques chez les variétés étudiées. Cette variabilité a

été évaluée par une analyse statistique.

Ces résultats soulignent également le rôle important des métabolites secondaires (les polyphénols) dans la

défense contre le stress oxydatif causé par le stress hydrique, dans la détoxification des espèces réactif de

l'oxygène (ERO) en condition de stress.

Ainsi on remarque que les génotypes étudiés qui ont une tolérance efficaces contre le stress hydrique se

trouvent chez les génotypes : B17, Ter (2-1), Bousselem. Qui ont bien résisté le stress appliqué.
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