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Introduction :

Les légumineuses jouent un rdle crucial dans la civilisation humaine en fournissant de

la nourriture, fourrage et contribue également a équilibrer I’écosysteme.

La 68°™ assemblée générale de I’ONU a déclaré I’année 2016 (Année internationale
des Légumineuses [YP) dans le but d’assurer la sécurité alimentaire et nutritionnelle a
travers le monde, en utilisant les légumineuses comme composante majeure. La
consommation de Légumineuse est associée a des propriétés hypocholestérolémie,
antiathérogene, anti-cancérigénes et hypoglycémiantes, associées avec la présence de
divers composés phytochimiques ayant des capacités antioxydantes (Hajaji et al.,

2011 ; Marathe et al., 2011 ; Singh ez al., 2017).

Le pois vert (Pisum sativum L.) est I’'un des légumes les plus consommés des
légumineuses, et il est cultivé dans le monde sur une superficie d’environ 2,59 m ha,
avec un rendement d’environ 19,8 mt avec un rendement moyen de prés de 7,7 t ha ~ !
(FAOSTAT, 2016). D’une superficie de plus de 0,5 m ha avec une productivité de 9,7
tha ~ !, I’Inde n’est que deuxiéme derriére la Chine avec une production de 4,81 mt qui
représente pres de 24 % de la production mondiale. Plus de 87 % de la culture de pois
verts est cultivé uniquement dans les pays asiatiques a productivité €levée, par rapport
aux pays européens dont la productivité moyenne est inférieure a la moyenne mondiale.
Le pois est équilibré avec un profil macro et micro nutritionnel et est faible en gras,
mais riche en fibres, protéines, acide ascorbique, B- caroténe, thiamine, riboflavine et
fer (National Food Administration, 2002). Ces propriétés nutritionnelles en font un
précieux des aliments capables de répondre aux besoins alimentaires mondiaux de plus

de 900 millions de personnes sous-alimentées (Dahl et al., 2012 ; Devi et al., 2018).

Les antioxydants, en raison de leur mécanisme de défense contre les radicaux libres ont
toujours attiré I’attention de la communauté scientifique ainsi que des consommateurs
(Bhoyar et al., 2018). Les especes réactives de I’oxygene (ROS) ont des effets déléteres
sur de nombreuses biomolécules, notamment les protéines, les lipides, ’ARN et ’ADN
(He et al., 2017; Lu et al,, 2010) qui pourraient conduire a diverses affections,

notamment le cancer, les maladies respiratoires, cardiovasculaires et digestives (Liu et



al., 2018). Les antioxydants présents dans les aliments, non seulement protege la cellule
des dommages oxydatifs, mais régule ¢galement I’Enzyme liée aux ROS (Djordjevic
et al., 2011). Bien que le butyle I’hydroxy toluéne (BHT) et I’hydroxy ani sole butyle
(BHA) sont les antioxydants synthétiques les plus largement utilisés dans I’industrie
alimentaire, mais en raison de son instabilité et de son role présumé de promoteur de la
carcinogenese, leur utilisation a maintenant disparu. Ainsi, il y a un intérét croissant
dans I'utilisation d’antioxydants naturels et non toxiques (Bhoyar et al., 2011, 2018).
Dans le passé, plusieurs groupes scientifiques avaient analysé les constituants poly
phénoliques de diverses graines de Iégumineuses, mettant en évidence les propriétés
médicinales potentielles, y compris les potentialités antioxydantes (Al-Saeedi et
Hossain, 2015 ; Zhao et al., 2014 ; Zilani ez al., 2017). Bien que, des informations sur
la composition nutritionnelle du pois est disponible, mais il existe encore une large
lacune concernant 1’évaluation variétale des composés antioxydants. En outre, une
littérature limitée est disponible qui traite principalement des méthodes d’extraction
d’antioxydants (Oomah et al., 2011 ; Xu ef Chang, 2008), effet des activités de cuisson
et de transformation sur les capacités antioxydantes (Ee et al, 2018 ; Nilsson et al.,
2004 ; Nithiananthan ez al., 2012) et les capacités antioxydantes dans les graines de
pois vert ou tégument (Amarowicz et al., 2004 ; Petchiammal ¢ Hopper, 2014 ;
Troszynska et Ciska, 2002). L'hypothése de cette recherche bibliographique était de
démontrer la relation entre le contenu phénolique et les activités antioxydantes des pois
verts avec le tégument coloré, la couleur des fleurs et la production de gousses. Dans
ce contexte, le but de 1'étude est d'évaluer les activités antioxydantes et le contenu
phénolique total dans une sélection de 22 génotypes de pois verts variant selon la
couleur de la coque. forme de la graine, couleur de la fleur, durée de maturité et

caractéristiques associées a la culture.



CHAPITRE 1

Synthese Bibliographique



1. La plante (petit pois) :

1.1. Description botanique :

Le petit pois (Pisum sativum L.) est une plante annuelle de la famille des Fabaceae. 1l est
originaire de 1’Asie centrale (Afghanistan et Inde) et sa culture est trés ancienne. C’est une
plante essentiellement autogame (Free, 1993 ; Pouvreau, 2004), mais des taux d’allogamie
peuvent étre observés chez certains cultivars (Haskell, 1943). Il représente un 1égume dont les
qualités nutritives, gustatives et culinaires sont trés élevées ce qui a conduit a une extension
rapide de sa culture dans les différentes régions du monde. Le petit pois (Pisum sativum L.) est
une plante herbacée (Nyabyenda, 2005), haute de 20 a 150 cm ou plus .Le systéme racinaire
est représenté par une variable de développement du pivot en fonction du type de sol, de la

variété et les conditions climatiques.

Figure 01 : les différent partie du petit pois (Pisum sativum L.)



(A) branche d’une plante portant une fleur et des vrilles portant une fleur et des vrilles
(B) fleur

(C) fleur en coupe longitudinale

(D) jeune gousse ou cosse

(E) jeune gousse ouverte montrant les graines (Zohary et Hopf, 1988).

1.1.1. Morphologie du systéme racinaire

L’appareil souterrain du petit pois est formé d’un systéme racinaire a pivot relativement peu
développé avec des racines secondaires voir tertiaires. L’enracinement du pois est assez
développé puisque les racines peuvent atteindre 60 cm de profondeur jusqu’a 80 cm en fine
floraison. On peut noter la présence de nodosités qui vont permettre a la plante de fixer I’azote

atmosphérique.

Figure 02 : Morphologie du systéme racinaire de Pisum sativum L. (Champion, 1997)



1.1.2. Morphologie de la partie aérienne :

- Tiges : Elles sont herbacées, gréles et creuses, arrondies ou légeérement anguleuses,
d’une hauteur variable (0,25 a 2 m).L’appareil aérien est constitué d’une tige principale
et de ramifications issues des bourgeons latéraux.

- Feuilles : Les feuilles composées de 4 a 6 folioles a disposition alterne ont différentes
teintes du vert jaune au vert bleu foncé. Les folioles sont entieres ou plus ou moins
dentées, de forme ovale ou elliptique, leur extrémité est arrondie et crénelée, pointue ou
tronquée selon les variétés. La feuille se prolonge par des vrilles de plusieurs centimetres
de long.

- Fleurs : Elles sont blanches ou avec I’étendard d’un blanc bleuatre et les ailes d’un
violet noir. Les fleurs ont une taille de 3 a 4 cm de long, elles naissent a ’aisselle des
feuilles, les pédoncules de longueur variable supportent une a trois fleurs (Elzebroek et
Wind, 2008). Les feuilles sont alternes, composées-pennées, et se composent de deux
grandes stipules foliacés, un a plusieurs paires de folioles ovales, et des vrilles.

- Fruit : Il est de type gousse longue de 4 a 11 cm, la gousse contient 5 a 10 grains. Les
grains sont globuleux, lisses et non marbrés, ils possédent des réserves en amidon et en

protéines
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Figure 03 : Structure d’une plante de petit pois (Boyeldieu, 1991).



1.1.3. Diagramme floral :

La formule du diagramme floral est la suivante : 5 S + 5 P + (9+1) E + 1 C (supere)
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Figure 04 : La formule florale de petit pois (Pisum Sativum L.)

1.2. Origine et historique :

L’origine et les ancétres de Pisum sativum L. sont mal connus. La région méditerranéenne,
1’ Asie centrale et occidentale et I’Ethiopie ont été envisagées comme centres d’origine. La FAO
a désigné I’Ethiopie et I’Asie occidentale comme centres de diversité, avec des centres
secondaires dans le sud de 1’Asie et la région méditerranéenne (Cousin ez Bannerot, 1992 ;
Brink ef Belay, 2006). Le petit pois est une plante trés anciennement cultivée dans 1'Ancien
Monde puisque sa culture a vraisemblablement commencé il y a environ 8 000 ans dans la
région du Croissant fertile, dans le méme processus que certaines céréales (blé, orge) et d'autres
légumineuses (vesce, lentille). Ils ont découvert dans des sites archéologiques du néolithique
de la Grece a I'Irak entre 7 500 et 5 000 ans avant Jésus-Christ, des restes provenant soit de
plantes de cueillette, soit de plantes domestiquées. Par la suite, sa culture s'est diffusée vers
'ouest (Europe) et vers 1'est (Inde). On en trouve trace notamment dans le site archéologique
de Troie, en Europe centrale (vers -4 000 ans), en Europe occidentale et en Inde (vers 2 000 ans)
(Cousin ef Bannerot, 1992). Des restes de pois ont été retrouvés notamment dans des habitats
lacustres du début de 1'age du bronze en Suisse et en France (lac du Bourget) (Pitrat ez Foury,

2003).
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Figure 05 : Répartition de la production mondiale du pois frais (FAQO, 2009)

1.3. Etymologie :

« Pois » dérive du latin Pisum, lui-méme emprunté au grec. Selon certains auteurs, ce terme
serait emprunté a une langue plus ancienne Aryenne selon Alphonse de Candolle (1984), selon
d'autres il dériverait d'un verbe Pisere signifiant « casser » en latin. Le terme est apparu en
francais vers la fin du Xlle siecle, d’abord sous la forme pie. Pois, ou pie, désignant une chose
de peu d'importance, ont servi vers le Xlle siecle d'auxiliaire de négation, a l'instar de points

et pas selon le Centre national de ressources textuelles et lexicales (CNTRL).
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I .4. Taxonomie :

Régne : Plantae (Plantes).

Sous-régne : Tracheobionta (plantes vasculaires).
Embranchement : Spermatophyta (plantes a graines).

Sous Embranchement : (Magnoliophyta).

Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones).

Sous-classe : Rosidae.

Ordre : Fabales.

Famille : Fabaceae : fabacées, papilionacées ou légumineuses
Genre : Pisum

Espéce : Pisum sativum L. (USDA, 2008)
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1.5. Les valeurs nutritionnelles de Pisum sativum L. :

Tableau 1 : Les valeurs nutritionnelles pour 100g du petit pois (USADA* ; 1999)

Nutriment Unités Petit pois Petit pois cuits
crus
Eau g 78.86 77.8
Energies Kcal 81 84
Protéines g 542 5.36
Lipides totaux g 0.4 0.22
Glucides g 14.46 15.64
Fibres totales g 5.1 5.5
Minéraux
Calcium mg 25 27
Fer mg 1.47 1.54
Magnésium mg 33 39
Phosphore mg 108 117
Potassium mg 244 271
Sodium mg 5 3
Zinc mg 1.24 0.173
Cuivre mg 0.176 0.173
Mangancse mg 0.410 0.525
Sélénium mg 1.8 1.9
Vitamines
Vitamines C mg 40 14.2
B1 (thiamine) mg 0.266 0.259
B2 (riboflavine) mg 0.132 0.149
B3 (niacine) mg 2.09 2.16
B5 (pyridoxine) mg 0.104 0.153
B6 (acide pantothénique) mg 0.169 0.216
Acide folique mg 65 63.3
B 12 mg 0 0
Vitamine A LU 640 579
Vitamine E mg ATE 0.39 0.39
Lipides
Acides gras saturés g 0.071 0.039
Acides gras mono-insaturés g 0.035 0.019
Acides gras poly insaturée g 0.187 0.102
Acides linoléiques (18.2) g 0.035 0.019
Acides alpha linoléiques (18.3) g 0.035 0.019
cholestérol mg 0 0
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1.6.La production de petit pois :

1.6.1. Production internationale :

Selon les statistiques de 1'Organisation des Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture
(FAO), en 2007, la production mondiale de pois frais s'est élevée a 8 264 769 tonnes pour une
surface ensemencée de 1 087 674 hectares, soit un rendement moyen de 7,6 quintaux par
hectare (FAO STAT). Les deux principaux producteurs de pois frais, Chine et Inde,

représentent pres de 70 % du total mondial.
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Figure 06 : Production mondiale du pois 1961-2007 (FAO, 2009)
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Tableau 02 : principaux pays producteurs de pois frais en 2007

Pays Surface cultivée Rendement (quintaux | Production (milliers de
(milliers d'hectares) par hectare) tonnes)
Chine 251,0 10,0 2508.5
Inde 282,0 8,1 292.7
Etats-Unis 87,0 10,1 875,0
France 30,5 11,6 355,0
Royaume-Uni 33,3 9,9 330,0
Egypte 27,0 10,4 280,0
Maroc 18,0 6,1 110,0
Turquie 14,5 7,0 1014
Hongrie 16,5 5,6 92,0
Italie 13,0 6,9 90,0
Algérie 25,0 3,5 87,5
Pérou 25,5 3.4 86,5
Pakistan 11,0 7,6 83,0
Canada 15,9 4,4 69,3
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1.6.2. Production en Algérie :

En Algérie, le pois a été cultivé avant 1830 dans les jardins et les champs en Kabylie (Laumont
et chevassus, 1960). La culture est répandue sur tout le territoire national. Il est surtout cultivé
sur les plaines cotiéres et les zones sublittora. Il occupe la 3°™ place parmi les légumes secs
(Lounis, 1982 ; Maatougui, 1996).La culture a pris un développement important en 1945, elle
a connu par la suite un essor Remarquable de 1947 a 1952. En 1980, onze mille ha ont été
consacrés a cette culture. Durant cette derniere décade c’est en 1993 qu’on a enregistré la
superficie la plus importante Avec vingt un mille ha alors que le rendement le plus important a
été enregistré en 2001 sur une superficie de vingt mille ha. (FAO ; 2003), I’année 2007 a connu

une production Atteignant 25 milliers de tonnes en pois frais (FAO ; 2009)

1.7. Les variétés de petit pois :

On distingue deux variétés de petit pois :

Petit pois a grains lisse ; ils sont plus résistants au froid, mais donnant des petits pois moins
sucrés et plus farineux. Petit pois a grains ridé ; des grains plus sucrés que les premiers
(Messiaen, 2010) et le pois Mange-tout : des pois que I’on récolte plus jeune et que I’on mange
avec la cosse. Ces 3 variétés de petits pois peuvent aussi étre des variétés « naines » ou « a

rames » :
Pois nain : les plants ne dépassent pas 50 cm de hauteur.

Pois a rames : les plants peuvent atteindre 2 m 50 et nécessitent plus d’espace.
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Tableau 03 : Variétés de petit pois et de pois mange-tout (Messiaen, 2010) :

Hauteur Durée de
Varieties (cm) Couleur du vegetation Caracteres variétaux
grain (jour)
Express a longue cosse 90 Vert rond 74 Gousses longues 8 a 10 grains
Roi des conserves 140 Vert rond 78 Gousses arquées
Serpette Guilloteaux 150 Blanc rond 81 Gousses arquées
Cadoz Nain Blanc rond 80 Grains trés petits
Douce Provenance Nain Vert rond 69 Gousses longues, 7 a 9 grains
Petit provencal Nain Vert rond 69 Gousses arquées
Proval Nain Vert rond 65 Le plus précoce
Arkel Nain Vert ridé 70 Gousses longues, pointues
Gousses fines, trés longues
Merveille de Kelvedon Nain Vert ridé 68
Onward Nain Vert ridé 79 Grosses gousse, résistant
Oidium
Bayard Nain Vert ridé 70 Type affila
Surgévil Nain Vert ridé 85 Grains trés sucrés
Caroubay de Maussane 95 Gris, fleurs 95 Mange-tout a rames
mauves
Corne de bélier 150 Blanc 90 Mange-tout a rames
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I.8. Les exigences agro écologiques de la plante :

1.8.1. Climat :

Les pois exigent un climat frais et relativement humide et sont développés a des altitudes
élevées dans les tropiques avec des températures de 7° 2 30° C (Due, 1981). La production est
concentrée entre les tropiques du cancer (Davies ef al. 1985).Le pois tolére le gel a -2° C, bien
que la croissance supérieure puisse étre affectée aux Pois robustes d’hiver de - 6° C et avec la
protection de couverture de neige (Slinkard ez al., 1994). Les niveaux de température optimale
pour les périodes végétatives et reproductrices des pois sont réciproquement de 21° et 16°C et

16° 4 10 °C jour et nuit.

1.8.2. Lumiére :

Le pois est une plante qui a besoin de la pleine lumiére pour accomplir son cycle végétatif.
1.8.3. L’eau :

11 faut irriguer ou faire la culture sur des terrains ou la nappe phréatique est proche. Néanmoins,
on a constaté qu’il ne faut pas trop irriguer durant la phase de floraison, car cela provoquerait

la chute des fleurs .il vaut mieux laisser la plante soif a cette période (Sikerdji, 2002).
1.8.4. Sol :

Il apprécie une terre fraiche a bonne exposition mais craint le calcaire, 1’exces d’humidité

et la sécheresse (Sikerdji, 2002).
L.8.5. Azote :

Le pois, comme toutes les légumineuses, peut réaliser une fixation symbiotique de 1’azote qui
commence 30 jours apres le semis et se poursuit pendant environ 60 jours. Visuellement, en
coupant une nodosité, plus la section apparait rougeatre, plus elle est chargée en pigment actif
de couleur rouge, indicateur de la fixation symbiotique de 1’azote .La quantité d’azote fixée
varie largement avec les cultivars, et les conditions de croissance de la culture (Larue et

Patterson, 1981).
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1.9. Les maladies et les ravageurs de petit pois :

Elles sont des maladies parasitaires provoquées par divers organismes vivants (bactéries, virus,
champignons) qui affectent le pois cultivé (Pisum Sativum). Relativement nombreuses, ces
maladies peuvent étre spécifiques de l'espéce Pisum Sativum, ou touche d'autres especes
proches (en particulier la féve) et plus largement les légumineuses (Fabaceae), voir une
multitude d'espéces végétales, cultivées ou non. La plante peut aussi présenter divers
symptomes dus soit a Des attaques de ravageurs (insectes, nématodes), soit a des phénomenes
abiotiques (carences du sol, phénomeénes météorologiques, qui peuvent évoquer au premier

abord ceux des maladies.

Ces maladies se transmettent par diverses voies : par les organismes vivants dans le sol, par les
insectes ravageurs qui créent des blessures favorisant l'arrivée de spores de champignons, ou
qui inoculent des germes (virus), par les semences lorsqu'elles sont infectées, par les restes des
précédentes cultures. Les plantes poussant dans le voisinage peuvent constituer des sources de

contamination, qu'il s'agisse de cultures ou de plantes sauvages.

Figure 07 : Symptome d’Ascochyta pisé sur gousses de pois (Personnelle, 2010)
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1.9.1. Les maladies de petit pois :

Tableau 04 : les maladies de petit pois (Messaien ef al 1991 ; Chaux et Foury 1994 e¢f Brink
et Belay, 2006)

Les maladies de Les symptomes Les moyens de lutte

petit pois

-Des taches huileuses sur les | -Semences saines

organes aériens, qui (¢limination les lots infectés
s’agrandissent en éventail et | par le test ELISA).
1) Graisse bactérienne | prennent une couleur brun -Pas de moyen de lutte
du pois clair sur les feuilles, et chi'mique, hormi‘s les
forment des taches brunes traitements cupriques
sur les gousses. appliqués en préventif (si gel

ou gréle) ou des I’apparition
des premiers symptomes

-Symptomes variables selon
la race de virus et la variété
2) Mosaique commune | de pois.

du pois -Typiquement : mpsa'ique .
avec plages vertes et jaunes. | -Contrdle efficace et rapide

(PCMYV) -Eclaircissement des | des populations de pucerons,
nervures des feuilles et | vecteurs de la maladie.
stipules. -Test ELISA permettant
-Réduction de la taille des | d’identifier le Pea Seed-
plantes borne Mosaic Virus sur les
touchées semences.

-La résistance génétique
existe pour la mosaique
commune et la

mosaique énation, mais elle
est peu développée.

-Eclaircissement des
nervures et taches

3) Mosaique translucides.

-Déformation des tiges,
feuilles et gousses.
-Rabougrissement des
extrémités de tiges.
-Excroissances irrégulicres
(appelées énations).

Enation
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4) Pea Seed-borne

Mosaic Virus

-Peu visible sur les plantes :
1égere chlorose, bord des
feuilles enroulé, faible
mosaique parfois.
-Retard de maturité

5) Clover Yellow Vein
Virus (CYVYV)

-Nécrose des tiges, feuilles,
stipules et gousses qui
peuvent se généraliser a
toute la plante.

- Aplatissement des gousses
et avortements

-Contrdle efficace et rapide
des populations de pucerons,
vecteurs de la maladie.

-Test ELISA permettant
d’identifier le Pea Seed-
borne Mosaic Virus sur les
semences.

-La  résistance
existe pour
commune et la
mosaique ¢énation, mais elle
est peu développée.

génétique
la mosaique

6) Anthracnoses

Lésions beiges a bordures
foncées, avec au centre, de
nombreuses ponctuations
noires (picidés).

7) Mycosphaerella
pinédes (Ascochyta
pinodes)

Petites ponctuations noires
pouvant s'agrandir et se
rejoindre pour former de
larges taches foncées.
Attaques fréquentes a la base
des tiges (nécroses oiratres).

-Semences saines.

- Rotation de 5 ans entre
deux légumineuses.
-Traitement de semences : il
assure une protection
efficace durant six semaines
environ.

-A partir du stade floraison :
un a deux traitements
fongicides.
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8) Phoma

medicaginis

(Ascochyta pinodella)

- Une nécrose du collet et la
présence d'un manchon brun
violacé au niveau des entre-
nceuds inférieurs de la tige des
jeunes plantes. En cours de
végétation, apparaissent sur
feuilles et tiges, des taches de
couleur brun clair, sur gousses et
grains, les taches sont délimitées,
de couleur marron rougeétre, en
dépression sur 1'épiderme de la
gousse. Les grains contaminés
présentent des taches sombres.

-Semences saines.

- Rotation de 5 ans entre deux
Légumineuses.

-Traitement de semences : il assure
une protection efficace durant six
semaines environ.

-A partir du stade floraison : un a
deux traitements fongicides.

9) Botrytis ou
Pourriture
grise (Botrytis

cinerea)

- Une pourriture grise apparait
sous forme de taches sur les
feuilles, les tiges et les gousses.

Eviter les excés de végétation en
limitant la fourniture d’azote par le

sol (fumure organique).

-Préférer les variétés a port léger et

dressé.

-Eviter des peuplements trop denses

(semis de précision).
-Soigner le désherbage.

-Protection fongicide préventive
des la floraison en alternant les

matieres actives pour éviter

l'apparition de souches résistantes.
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Les feuilles présentent alors des
jaunissements sur la face
supérieure et un duvet gris
violacé sur la face inférieure. Sur
gousses, les symptdmes
extérieurs sont peu perceptibles
10) Mildiou (taches vert clair sans
sporulation). Par contre, a
l'intérieur, un mycélium blanc est
bien visible. A ce stade, les grains
sont tachés ou absents.

-Rotation la plus longue possible
entre deux cultures de pois
(protéagineux et conserve).

-Traitement de semences : en
protégeant les pois jusqu’au stade
5 feuilles environ, il limite les
infections primaires.

-Utilisation de variétés peu
sensibles.

-Protection fongicide préventive en
végétation, au stade 7-8 nceuds du
pois (= 5-6 feuilles).

1.9.2. Les ravageurs de petit pois :

Tableau 05 : les ravageurs de petit pois. (Chaux .C et Foury .C1994 ; Coutin. R 2004)

Les ravageurs de Les symptomes
petits pois

Les moyens de luttes

-Eviter de semer des pois a proximité de
parcelles fortement infestées au cours des

2 années précédentes.

Contarinia pisi est un diptére -Se référer aux avertissements locaux, et les

1) La cécidomyie |se développent dans les fleurs compléter par 1’observation dans les parcelles au

et injectent une substance
toxique qui entraine la
formation de

gonflent, se desséchent et

stade boutons floraux.

On parvient a voir les femelles en pingant les
boutons verts encore enserrés dans les stipules
puis en I’ouvrant doucement. L’idéal est
«galles». Les boutons floraux d’inspecter 5 fois 5 plantes a suivre en bordure

de parcelle.

avortent. -La lutte insecticide vise les adultes avant qu’ils
ne pondent : dés le début du vol, en fin de

journée, avec un volume de bouillie important.

Renouveler éventuellement la protection si le vol

se prolonge.
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2) Les limaces
Grises

les attaques trés précoces, sur les
graines en germination ou Les
plantules peuvent conduire a
d’importantes pertes de
peuplement. Par la suite, les
feuilles basses des plantes
attaquées présentent des limbes
lacérés, avec des traces de
mucus.

-Des facons superficielles répétées a
I’interculturel permettent de réduire le stock
d’ceufs de la parcelle.

-Les applications de granulés anti- limaces.
-Le piégeage permet de connaitre le niveau
d’infestation et 1’évolution des populations d’une
parcelle. Le risque est fort au-dela la de
12 limaces/m?.

3) Le puceron vert
du pois

Leurs piqures des feuilles et
stipules provoquent un
affaiblissement des tiges
piquées, coulures de fleurs et
avortements de gousses,
déformations de gousses

Les nombreux ennemis naturels des pucerons
(syrphes, coccinelles, champignons pathogenes,
parasites...) permettent de limiter les faibles
colonisations (quelques individus par plante). Les
traitements avec des picidés stricts se justifient en
cas de pullulations (30 pucerons/tige ou plus) ou
si la transmission de virus est
suspectée.

4) Le sitone

Sitona lineatus est un petit
coléoptere qui dévore le limbe
des feuilles en faisant des
encoches semi-circulaires sur le
bord et dont la larve ronge les
racines et les nodosités,
affaiblissant ainsi les plantes.

La meilleure protection passe par le traitement
des semences lorsqu’il existe. Les traitements
insecticides en végétation sont moins efficaces et
ne contrélent pas les larves responsables des
principaux dégats (seuil d’intervention =5
encoches/plante).
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5) Le thrips du pois

Ce sont de minuscules
insectes piqueurs (taille de
1 mm) qui attaquent les fleurs et
les gousses et dont les larves se
développent dans les gousses.
Elles provoquent dessechement
et rabougrissement des plantes.

-La lutte la plus efficace passe par le traitement
de semences.

6) La tordeuse

-Se référer aux avertissements locaux, réalisés
grace a des réseaux de pi¢geage.
-Traitement avec une Pyréthrinoide a la dose
d’usage tordeuse, a réaliser tard le soir ou tot le
matin avec un fort volume de bouillie. Viser la

chenille baladeuse.

se manifeste par sa chenille
jaunatre a téte noire
d'environ 15 mm et qui vit dans
les grains rendant les pois véreux
et peut en dévorer plusieurs
successivement.
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CHAPITRE 11

Les Métabolites Secondaires



I1. Les Métabolites Secondaires :

11.1. Les Composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone via
la voie de ’acide shikimique et la voie de I’acétate, celles de 1’acide shikimique conduisant,
apres transamination et désamination, aux acides cinnamiques et a leurs dérivés et celles de
I’acétate conduisant aux polycétoesters ou poly acétates (malonate). La structure des composés
phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids moléculaire jusqu’aux tanins
complexes de trés haut poids moléculaire, et ils peuvent €tre classés par le nombre et
I’arrangement des atomes de carbone qui les composent, en fonction de la nature de leur
squelette carbone et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau
benzénique (Cheynier et al., 1997). Les composés phénoliques sont capables de se conjuguer
a des oses ou a des acides organiques. Cependant les composés phénoliques peuvent étre

répartis en deux grands groupes : les flavonoides et les non-flavonoides (Chira et al., 2008).

11.2. Les Flavonoides et les iso-flavonoides :

Les flavonoides sont des substances chimiques naturelles qui constituent une grande partie des
métabolites secondaires d'un grand nombre de variétés végétales supérieures, ces composés
appartiennent a l'origine a la famille des polyphénols et constituent donc le groupe de
métabolites le plus courant. Ils posseédent une diversité structurale trés importante. En effet, plus
de 9000 structures ont été identifiées (Bruneton, 1993, Bohm, 1999). Ces diverses structures
se rencontrent aussi bien sous la forme libre (aglycone) que sous forme de glycosides. Ils jouent

un role important dans la protection des plantes (Bruneton, 1993).

Le terme Flavonoides (de flavus, «jaune » en latin) est le terme générique pour des composés
basés sur un squelette a 15 carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles
phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6)

(Agrawal et Markham, 1989). (Figure 08).

Figure 08 : Squelette de base des flavonoides.
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Les flavonoides sont de fagon trés générale localisés dans les feuilles, dans les fleurs ou encore

dans les fruits (t€¢gument externe) (Bruneton, 1999).

Les iso-flavonoides forment une sous-classe trés large et trés distinguée des flavonoides, toutes
les molécules de ce groupe sont caractérisées par un squelette de 15 atomes de carbone comme
les flavonoides, mais réarrangé selon un motif 1, 2diphénylpropanique (Dewick, 1993). La
distribution des iso-flavonoides dans le régne végétal est trés restreinte, elle est presque

spécifique a la famille des Fabaceae (Iégumineuses), sous-famille des Papilionaceae (Dewick,
1993 ; Mann, 1987).

11.2.1. Propriétés structurales et classification :

Les flavonoides possedent le méme élément structural de base, a savoir I’enchainement phenyl-
2 chromone. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation de
noyau pyrannique central (Narayane ef al., 2001). Les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes

et les tanins (Luthar, 1992, Middleton ef Chithan, 1994) (Figure 09).
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Les flavonoides sont souvent hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5°. Un ou plusieurs de
ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C - ou O-glycosylés ; les formes
libres, sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents,
portent leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour les C-
glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En
effet, la formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de

transférases trés spécifiques quant au substrat et a la position d’osylation (Bruneton, 1999).

11.2.2. Les Voies de biosynthése des flavonoides :

La structure en C6-C3-C6 des flavonoides est le produit des deux voies de synthése des
composés phénoliques, le noyau B et le pont carboné constituant une unité phénylpropanoide
synthétisée a partir de la phénylalanine provenant de la voie de 1’acide shikimique, alors que le
noyau A vient de la condensation de 3 motifs acétates via la voie de 1’acide malonique. La
fusion de ces deux parties implique la condensation d’un phénylpropanoide, le 4-coumaryl,
avec 3 malonyl CoA donnant chacun 2 atomes de carbone. La réaction est catalysée par la
chalcone synthéase, donnant ainsi le tétrahydroxy chalcone, qui va a son tour donner tous les
flavonoides (Crozier, 2003). La structure de base des flavonoides peut subir de nombreuses
substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en position 4, 5, 7. La plupart
des flavonoides existent sous forme de glycosides, la nature du sucre variant grandement selon
les especes. Les substitutions modifient la solubilité des flavonoides, les hydroxylations et les
glycosylations rendent les composes généralement plus hydrophiles, alors que d’autres.
Substitutions, telles que la méthylation, les rendant plus lipophiles (Rahman, 2005). (Figure
10).
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Figure 10 : Voies de biosynthese des flavonoides (Rahman, 2005).
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11.2.3. Intérét biologique des flavonoides :

Les flavonoides ont suscité 1’intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D’abord a cause
de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs réles dans la pigmentation, mais
aussi parce qu’ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes (Manach et
al., 2004). 1ls ont également pour fonction de protéger ces dernieres contre les pathogenes
d’origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes (Bravo, 1998). Plus
particuliérement, les flavonoides sont impliqués, chez les plantes, dans le transport d’électrons
lors de la photosynthese et ils jouent un role de protection contre les effets néfastes des rayons
ultraviolets en agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002). Les flavonoides parviennent a
capturer les especes réactives de 1’oxygene associées au stress oxydatif, les empéchant ainsi de
créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont capable d’inactiver et de stabiliser les
radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif. Ils inhibent aussi
I’oxydation des LDL (low density lipoprotein) et, de ce fait, peuvent prévenir 1’athérosclérose
et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Tu ef al., 2007). Les flavonoides sont
capables d’exercer en plus des propriétés antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires,
antiallergiques et antiulcérogeénes (Di Carlo ef al., 1999). Certains flavonoides ont également
démontré un potentiel d’agent vasodilatateur (Woodman ef Chan, 2004). Ils ont été
surnommés les «modificateurs naturels des réponses biologiques » (Middleton et al., 2000).
Une panoplie d’études in vitro ont ensuite montré que les flavonoides peuvent moduler
I’activité d’une grande variété d’enzymes impliquées dans des voies importantes qui régulent
la division et la prolifération cellulaire, I’agrégation des plaquettes, la détoxification,
I’inflammation et la réponse immunitaire (Middleton et al., 2000), ils sont donc capables de
modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires. Récemment, plusieurs études
épidémiologiques ainsi que des études réalisées dans différentes lignées cellulaires ont
démontr¢ le potentiel antitumoral et anticancéreux des flavonoides (Birt DF et al., 2001; Yang

et al., 2001 ; Ramos, 2007).

11.3. Les Composés Tri-terpéniques :

11.3.1. Généralités :

Les Tri-terpénoides sont une classe de métabolites secondaires dont la structure de base est en
C30, ce groupe est trés répandu dans le régne végétal et animal. Ces composés sont issus de la
cyclisation de 1’epoxysqualéne et quelquefois du squaléne. (Manitto, P., 1981, Dey et
Harborne., 1991, Bruneton 1999).
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Ces molécules sont presque toujours hydroxylées en position 3 étant donné 1’ouverture de
I’époxyde lors de la cyclisation. On dénombre plus de 4000 triterpénes, dérivés de plus de
40 types de squelettes, isolés des sources végétales. Ils peuvent étre classés en trois groupes

(Bruneton 1999). (Figure 11) :

- Acyclique comme le squalene, surtout rencontré dans le régne animal et qui se trouve
¢galement dans I’insaponifiable des huiles végétales (Olive, Lin, Arachide);
- Composés tétracycliques tels que les stéroides, les phytostérols et les cycloartanes;

- Composés pentacycliques trés fréquents chez les plantes comme les a et B amyrines.

Stéroide

triterpéne tétracvelique triterpeéne pentacyclique

Figure 11 : Différentes classes de Tri-terpénoides
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11.3.2.Propriétés biologiques des Tri-terpénes :

Les Tri-terpénes, au sens large, présentent un véritable panel d’activités biologiques in vitro.
Ces activités sont aussi variées que le sont les structures Tri-terpéniques. Peu
d’expérimentations réalisées in vivo ont toutefois permis de valoriser ces activités (Peirs,

2005).

11.3.2.1.La Cytotoxicité :

Divers types de squelettes triterpéniques sont potentiellement actifs tels que 1’ursanes,
oléananes et le lupanes pour lesquels une forte cytotoxicité a ét¢ mise en évidence sur des
lignées cellulaires tumorales. A contrario, certains stérols ne sont actifs qu’a forte
concentration. C’est le cas par exemple du -sitostérol. Cela a été mis en évidence in vitro ou il
a été constaté qu’au-dela d’un certain seuil, le B-sitostérol provoque la contraction des cellules

endothéliales du cordon ombilical (Moghadasian, 2000).

11.3.2.2.Activité anti-inflammatoire :

Des travaux, basés sur le lien éventuel entre la structure Tri-terpénique et 1’activité anti-
inflammatoire (voie orale et application locale), ont permis de montrer que la présence sur un
squelette de base d’un groupement carboxylique en C-28, ou un en C-30 doublé par un
groupement hydroxyle en C-28, entrainait une augmentation d’activité¢ (Recio et al., 1995).
L’activité serait également liée a la conformation adoptée par le Tri-terpéne. Diverses structures
témoignent de I’activité anti-inflammatoire agissant a divers niveaux (Akihisa et al., 1994).
Plus récemment, Huguet et son équipe (Huguet et al., 2000) ont montré que 1’activité des
terpénes, de types oléanane et lupane, cible plus particuliecrement 1’activateur d’un des
mécanismes menant a I’inflammation, la protéine kinase C. On associe aussi souvent I’activité

anti-inflammatoire aux propriétés analgésiques de certains Tri-terpénes.

I1.4. Les Saponines :

Les saponines sont généralement connues comme des composés non volatils, tensio-actifs qui
sont principalement distribués dans le régne végétal (Vincken et al., 2007). Le nom
«saponine » est dérivé du mot latin sapo, qui signifie «savon ». En effet, les molécules de
saponines dans 1’eau forment une solution moussante. C’est d’ailleurs sur leur tensio-activité
qu’est fondée 1’utilisation multiséculaire de certaines plantes qui renferment : la saponaire

(Saponaria officinalis L.) (Bruneton, 2009).
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Les saponines font partie des métabolites secondaires. Ce sont des composés qui servent de
défense a la plante. De nombreuses revues rapportent que les saponines existent dans les plantes
sous forme biologiquement active et sont impliquées dans la phytoprotection antimicrobienne

(Hostettmann ef Marston, 1995).

11.4.1. Propriétés structurales et classification :

Les saponines peuvent étre classées en deux groupes en se basant sur la nature de leur squelette
aglycone. Le premier groupe est constitué par des saponines stéroidiennes, qui se rencontrent
presque exclusivement dans les monocotylédones angiospermes. Le deuxiéme groupe est les
saponines triterpenoides, qui sont le plus commun et on le rencontre chez les dicotylédones
angiospermes. Quelques auteurs distinguent un troisiéme groupe appelé amines stéroidiennes,
class¢ par certains auteurs comme des alcaloides stéroidien (Sparg et al., 2004). Les
saponosides sont des composés, pour la plupart, trés polaires et sont souvent retrouvés sous
forme de mélanges complexes dans la plante. IIs possédent en outre un large spectre de
propriétés biologiques et pharmacologiques notamment des propriétés immunomodulatrice,

immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et hypocholestérolémiante (Lacaille-Dubois,
2000).

11.4.2. Voie de biosynthése des Saponines :

Il apparait qu’un nombre important de plantes synthétisent les saponines triterpéniques, comme
une partie de leur programme normal de croissance et de développement ou comme réponse

aux attaques pathogenes et au stress (Osbourn ef Haralampidis, 2002).

11.4.2.1. Génines Triterpéniques :

Les sapogénines triterpéniques, comme la majorité des triterpénoides, sont issues de la

cyclisation du (3S)-2,3 -époxy -2,3 -dihydro squaléne (Bruneton, 2009). (Figure 12).

Figure 12 : Structure du 2,3-époxydosqualéne (Bruneton, 2009)
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Cette cyclisation conduit en premier lieu aux dammaranes, molécules tétracycliques qui existent
a I’état d’hétérosides dans des plantes comme le ginseng, ou, lorsqu’elle implique une
conformation différente du précurseur, aux cucurbitanes. Ceux-ci, également tétracycliques, ont
une distribution restreinte (Cucurbitaceae principalement). Beaucoup plus fréquemment, le
composé¢ tétracyclique de type dammarane n’est qu’un intermédiaire qui évolue vers des
squelettes pentacycliques : oléananes, ursanes et lupanes qui peuvent eux-mémes subir
quelques réarrangements. De fait, les sapogénines triterpéniques de loin les plus nombreuses
sont des molécules pentacycliques : oléanane (on dit aussi dérivés de la B-amyrine), ursane (on
dit aussi dérivés de la a-amyrine) et lupane sont les trois squelettes les plus communs. Plus de

50% des saponines connues se rattachent a I’oléanane, en particulier a I’acide oléanolique et a

L’hédéragénine (Gaoussou, 2012).

Oléanane Ursane Friedelane

Figure 13: Exemples de génines triterpéniques (Gaoussou, 2012).

11.4.2.2. Génines Stéroidiques :

Les génines stéroidiques (c’est-a-dire les sapogénines) possédent toutes un squelette a
27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles : les deux cycles E (furanique) et
F (pyranique) sont, la conséquence d’une cétalisation (mise en contact d’une fonction carbonylé

avec deux fonctions alcool) intramoléculaire qui intervient apres 1’oxydation en C-16, C-22 et

C-26 d’un précurseur cholestanique (Bruneton, 2009)
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Spirostane Furostane

Figure 14 : Principaux squelettes stéroidiques.

11.4.2.3. Les Sucres :

Les sucres constituent la partie hydrophile des saponines. Ils peuvent étre constitués d’ une ou
plusieurs chaines osidiques (linéaires ou ramifiées) a des positions différentes sur 1’aglycone
(Bruneton, 2009). Le D-glucose, le D-galactose, le D-xylose, le D-fucose, le D-apiose, le L -
arabinose, le L-rhamnose et I’acide D-glucuronique sont les oses les plus fréquemment
rencontrés dans la structure des saponosides, cependant la partie osidique de certains
saponosides ainsi que les fonctions hydroxyles libres des géniens peuvent étre substituées par

des acides aromatiques ou aliphatiques (Boutaghane, 2013).

11.4.2.4. Les Acides Organiques :

Divers acides peuvent est érifier les saponines au niveau de 1’aglycone ou au niveau des sucres
(Hostettmann et Marston, 1995). La figure 15 résume ceux qui sont les plus fréquemment

rencontrés
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Figure 15 : Les différents acides organiques rencontrés dans les saponosides (Hostettmann

et Marston, 1995).

11.4.3. Propriétés biologiques des Saponines :

Des travaux des scientifiques sur les saponines ressort que cette classe de molécules posséde
des propriétés biologiques et pharmacologiques diverses. On peut citer entre autres I’activité
anti oxydante, anti-inflammatoire, antifongique, antimicrobienne, antiparasitaire, Cytotoxique,
antitumorale, immunostimulante et immunomodulatrice (Hostettmann et Marston, 1995 ;
Lacaille-Dubois e Wagner, 1996 ; Lacaille-Dubois et Wagner, 2000 ; Perez Guttierez et
Vargas, 2002 ; Lacaille-Dubois, 2005).

11.4.3.1. Activité Hémolytique :

Depuis longtemps, les saponines sont reconnues pour leur capacité a induire la formation de
pores au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer 1’hémolyse des globules rouges
(érythrocytes) (Gaidi et al., 2002). Cette propriété a amené la mise en place de tests
hémolytiques permettant la détection des saponines dans les extraits de plantes (Sparg et al.,
2004). Toutefois, la forte activit¢ hémolytique de la plupart des saponines a freiné
considérablement leur développement clinique en raison de leur toxicité potentielle lors de

traitements donnés sous la forme d’injections intraveineuses (Wachter et al., 2001).
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11.4.3.2. Activités Cytotoxique et Antitumorale :

De nombreuses saponines possédent une activité cytotoxique in vitro envers une grande variété
de lignées cellulaires cancéreuses. Les valeurs d’IC50 (Concentration d’inhibition 50)
mentionnées dans la littérature varient entre environ 4 ng /ml a 20 pg/ml en fonction de la nature

de la saponine et de la lignée cellulaire (Lacaille-Dubois, 2000).

11.4.3.3. Activité immunomodulatrice :

Actuellement, de nombreux nouveaux vaccins sont en cours de développement parallelement a
I’amélioration des vaccins déja existants en vue de diminuer le nombre d’injections ainsi que
les doses injectées. Il est donc nécessaire d’effectuer des recherches en vue de découvrir de
nouvelles molécules qui auront un pouvoir immunostimulant plus important que leurs
prédécesseurs. Parmi ces nouvelles molécules, les saponosides semblent étre promis a un bel

avenir (Lacaille-Dubois, 1999).

I1.5. Autres Activités

D’autres activités des saponines ont ét€¢ mises en évidence telle que 1’activité hypoglycémiante

de Chenopodiaecae ou de Gymnema d’Apocynaceae (Perez Guttierez et Vargas, 2002), ainsi

que I’activité hypocholestérolémiante des lanostanes de Kadsura heteroclita (Li et al., 1997).
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CHAPITRE III
Antioxydants et Activites

Biologiques



I11.1. Généralités :

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des -effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années
50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de 1’oxygeéne et la « free radical
theory » pour expliquer le processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et
Fridovich isolent a partir de globules rouges humains, un systéme enzymatique antioxydant, le
superoxyde dismutase (SOD), capable d’¢éliminer ’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la
premicre fois, que notre organisme produit des EOA. Cette découverte a été le point de départ,
dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les antioxydants

(Haleng, 2007).

II1.2. Le stress oxydatif :

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les pro-
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires
irréversibles. La réduction univalente de 1’oxygene résulte dans la formation d’espéces
oxygénées activées (EOA) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, radical
hydroxyle), le peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygéne singlet. Toutes ces espéces sont
potentiellement toxiques pour 1’organisme, car elles peuvent inactiver des protéines, induire des
cassures au sein de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) avec, comme conséquence, une
altération du message génétique, dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des
processus de peroxydation lipidique au sein de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides
gras polyinsaturés. En situation normale, les EOA sont produites en permanence par notre
organisme (role physiologique), mais un systéme efficace de défenses antioxydantes
(vitamines, enzymes, oligoéléments) permet de réguler cette production afin de prévenir tout
dégat cellulaire excessif. Dans certaines conditions, une surproduction d’EOA due a I’activation
de divers mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses antioxydantes :
c’est le stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus impliqué pour expliquer les dégats cellulaires
observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, le diabéte et les

maladies cardiovasculaires (Pincemail, 1999).
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111.2.1. Les espéces réactives de I’oxygéne :

L’oxygene est un radical libre peu réactif, présent le plus souvent sous forme de dioxygene.
Physiologiquement et dans certaines circonstances, il est a I’origine de la formation de dérivés
plus réactifs appelés especes réactives oxygénées (ERO). Ces molécules sont trés nombreuses,
de forme radicalaire (contenant un électron non appari€) ou non. Il existe de trés nombreuses
ERO, mais les plus importantes sont I’ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, le radical
hydroxyle, I’hypochlorite et le peroxynitrite (Figure 16). L’ion superoxyde est formé
spontanément ou par certaines enzymes comme les oxydases ou les complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale. Peroxyde d’hydrogéne par I’enzyme superoxyde dismutase. Cette
molécule est plus stable que I’ion superoxyde. Elle est dégradée en eau et oxygene par la
catalase et la glutathion peroxydase. En présence de métaux de transition sous forme libre (fer
et cuivre), elle peut donner naissance au radical hydroxyle qui est la plus réactive et donc la

plus toxique des ERO (Ichai et al, 2011).
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Figure 16 : Apercu des especes oxygénées activées (EOA) dérivant de I’oxygene et systémes
de protection permettant de limiter 1’effet toxique de ces espéces. GSH : glutathion, CI- :
anion chlorure ; MPO : myéloperoxydase, SOD : superoxyde dismutase, Se-GPX : glutathion

peroxydase sé¢léno-dépendante (Pincemail, 1999).
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II1.2.2. Les cibles biologiques des EOA

111.2.2.1. Peroxydation lipidique :

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme 1’acide linoléique ou arachidonique sont les cibles
privilégiées des EOA et plus particulicrement des radicaux libres (Pincemail, 1999). Les
Conséquences seront différentes : I'attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de
LDL (lipoprotéines de densité 1égere) oxydées (Figure 16) qui, captées par des macrophages,
formeront le dépot lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque
des phospholipides membranaires modifiant la fluidit¢ de la membrane et donc le

fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux (Favier,
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Figure 17 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

des produits terminaux formés (Favier, 2003).

111.2.2.2. Oxvydation des protéines :

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les EOA sont
a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la
fragmentation et I’oxydation des acides aminés (Pincemail, 1999). C’est le cas de nombreuses
enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées (Favier,

2003) (Figure 17).

42



HEW L2y R NI LY Y L [FLEn

bbb

iz 1

- i
- 660 & Fr
o t 2 r.- L
:: \\cﬁr 4|'||:|. Wi [R TR EE i-u Iu.'
L} l..‘.l..hl..‘.l..l.lIJ--IILI-I-I III;IIII
!" [@ |

P y
TH | gy _I\f:
e i i @ @.—UI{:IP ]:II: b= = '. ml
1] [ L F B [} L i 1B I W EI__“L 1_“:
L]

llll-‘llldlllItllllhl.lhlll“.llll [ ]

Figure 18 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

I11.2.2.3. Oxydation de PADN :

Les bases qui composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation.
L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer 1'oxydation des bases, engendrant un grand
nombre de bases modifiées tel que les 8 oxo guanines, la formamidopyrimidine (Favier, 2003),
et le 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine (8-OH2DG) (Figure 18) qui est capable d’induire des

mutations spécifiques pouvant conduire au développement du cancer (Pincemail, 1999).
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Figure 19 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier, 2003).

111.3. Les Antioxydants :

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou
de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres

en interrompant la réaction en chainent de peroxydation, en réagissant rapidement avec un
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radical d’acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que
d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygene singulet pour la
transformer en chaleur (Yaacoub, 2009 ; Hellal, 2011). On peut distinguer plusieurs types

d’antioxydants.

111.3.1. Les antioxydants enzymatiques :

Trois enzymes ont un rdle essentiel dans la détoxification des especes réactives de I’oxygene.
A superoxyde dismutase (SOD) catalyse la conversion de deux ions super-oxydes et deux
protons en peroxyde d’hydrogene et oxygene (Fridovich, 1995). On la retrouve dans un grand
nombre d’organismes vivants soulignant ainsi son importance (Richier ef al, 2003).La catalase
transforme le peroxyde d’hydrogene en oxygene et eau, diminuant ainsi sa demi-vie et atténuant
de ce fait la génération de radicaux hydroxyles. C’est un complexe tétramérique contenant un
heéme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase est li¢e au NADPH qui la

protege et améliore son activité (Ichai et al., 2011).

La glutathion peroxydase catalyse 1’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogene (Levraut et al., 2003). Elle peut aussi réagir avec d’autres substrats comme les
lipides expliquant son rdle protecteur vis-a-vis de la peroxydation lipidique. Son site actif
contient du sélénium et elle a besoin de glutathion réduit pour fonctionner. C’est une enzyme
ubiquitaire. Dans la cellule, on la trouve essentiellement dans le cytosol et les mitochondries.

C’est une des défenses antioxydantes les plus importantes de 1’organisme (Ichai ez al, 2011).

II1.3.2. Les antioxydants non enzymatiques :

Le glutathion est un tri peptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il posséde une
activité antioxydante propre, mais surtout en tant que cofacteur du glutathion peroxydase. Une
fois oxydé en glutathion disulfure, il est réduit par la glutathion réductase en présence de
NADPH. Le couple glutathion disulfure/glutathion est le principal responsable thiol de la

balance redox intracellulaire (Ichai ez al, 2011).

Les vitamines A, C et E ont aussi des propriétés antioxydantes. Les vitamines C et E permettent
leur régénération mutuelle aprés oxydation (Article) (Ichai et al, 2011). En ce qui concerne les
plantes médicinales bien connues et économiquement importantes, nous pouvons citer 1’ail

(Allium sativum L ; Liliaceae) et le ginkgo (Ginkgo biloba L ; Ginkgoaceae) qui sont utilisés
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Dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et circulatoires (Igor, 2002) pour leurs

métabolites secondaires qui jouent le réle d’antioxydant on peut citer comme exemple :

Les flavonoides : Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des

composés phénoliques ont montré que 1’activité antioxydante était déterminée par la position

et le degré d’hydroxylation (Igor, 2002).

Les tanins : ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours
de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).

Les coumarines : les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

Les conditions structurales requises pour 1’activité antiperoxydante des coumarines sont

similaires a celles signalées pour les flavonoides (Igor, 2002).

Les phénols : Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus étudié.

En effet, ce stilbéne, isolé du raisin posséde de fortes propriétés antioxydantes (Igor, 2002).

Les xanthones : La manguiférine est une xanthone qui posséde la propriété d’inhibition envers

la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les

anions super oxydes (Diallo, 2005).

I11.4. Mécanisme d’action des antioxydants :

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
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 (Favier, 2006).
Les antioxydants naturels semblent contribuer de maniére significative a la prévention des

maladies telles que le cancer ou encore des maladies cardio-vasculaires (Diallo, 2005).
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Tableau 06 : mécanisme d’action de quelques antioxydants

Nature Mode d’action

Antioxydants non Vitamine E Neutralise les radicaux libres

Vitamine C Participe a la réaction d’oxydoréduction

Béta-caroténe Fixation des métaux de transition
‘:A;ntioxi/;lants Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde

catalase Meétabolise H202

Glutathion peroxydase Action réductrice sur H202 et les
Enzymatique hydro-peroxydes

IIL5. Quelques activités biologiques antioxydantes :

111.5.1. Test du 2.2-Di-Phényl-1-Picrvl-Hvydrazyvl (DPPH) :

Le test de DPPH est le plus ancien des tests indirects pour détermination de l'activité
antioxydante. Le DPPH a été suggéré la premicre fois en 1950 comme un produit naturel
donneur de proton plus tard, le test a été quantifié pour déterminer le potentiel antioxydant des
composés phénoliques individuels et de la nourriture ainsi que des échantillons d’intérét
biologique (Roginsky et Lissi, 2005) le radical DPPH porte une couleur pourpre foncée est

c’est I'un des rares radicaux d'azote organique stable.

Le radical libre stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a, a-diphenyl-B-picrylhydrazyle) fut I’'un
des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams ez al, 1995). La stabilité de ce radical
résulte de la délocalisation importante de I’¢lectron célibataire sur la totalit¢ de la molécule
empéchant ainsi la dimérisation de se produire comme c’est souvent le cas pour les autres
radicaux. D’autre part, cette délocalisation est a 1’origine de la coloration violette en solution

¢thanolique ou méthanolique caractérisée par une bande d’absorption dans le visible a 517 nm.
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I11.5.2. Test de Pactivité anti radicalaire pour le radical ABTS":

L’acide 2,2’-azinobis-(3-¢éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et stable tres
utilis¢é pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des mélanges
complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des antioxydants
classiques de type phénols et thiols, mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogéne ou

d’électron (Rice-Evans et Miller, 1994 ; Rice-Evans et al 1995).

111.5.3. Test de Blanchissement de la Béta-caroténe :

Le potentiel antioxydant d’un extrait végétal peut étre évalué par la détermination de la capacité
d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe. Dans ce teste, 1’oxydation de 1’acide linoléique
produit des radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du B-caroténe, ce qui
entraine une décoloration de cette derniére mesurée spectre-photo-métriquement a 470 nm.
Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchiment du B-caroténe (Kubola et

Siriamornpun, 2008).

111.5.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRACQC) :

C’est une méthode développée par Apak et al en 2004. Le Test de la capacité antioxydante par
réduction de cuivre CUPRAC (cuivrique Réduire Antioxydant Capacité) est une méthode de
mesure du potentiel antioxydant utilisée pour une grande variété de polyphénols, y compris les
acides phénoliques, les acides hydroxy cinnamiques, flavonoides, les caroténoides, les
anthocyanines, ainsi que pour des thiols et les antioxydants synthétiques, les vitamines C et E

(Ozyiirek et al., 2011).
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11.5.5. Méthode TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter) :

La méthode TRAP a été développée par Wayner (Wayner, ef al. 1985) en 1985 et est basée sur
la mesure d’oxygene consommeé lors d’une réaction de peroxydation lipidique. Cette réaction
d’oxydation est induite par la décomposition thermique de ’AAPH (dichlorhydrate de 2,2’-
azobis-2-méthyl-propanimidamide) qui permet de générer un radical peroxyle. Les résultats

sont exprimés en umoles de radicaux peroxy les captés par litre de milieu étudié.

II. 5.6. Méthode de l1a RPE :

Parmi les techniques mises au point pour mesurer 1’activité antioxydante de composés,
I’utilisation de la Résonance Paramagnétique Electronique (R.P.E.) est satisfaisante,
spécialement lorsque des mécanismes radicalaires sont mis en jeu. En effet, 1’analyse du spectre

obtenu en R.P.E. est spécifique du radical étudié (figure 15).

Figure 20. Spectrometre ESP300E Brucker.

La RPE, outre le fait qu’elle permette 1’identification du radical étudié, a la capacité de détecter
les radicaux libres des les plus faibles concentrations (seuil de sensibilité ~10-8 M). Sa précision
en fait un des outils de choix pour I’étude de 1’activité antioxydante de composés biologiques
ou de molécules (Rimbach et al., 1999).Les mesures effectuées en R.P.E. se basent sur deux

techniques différentes, le «spin-labelling » et le « spin-trapping ».

11. 5.7. Méthode TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter) :

La méthode TRAP a été développée par Wayner (Wayner, ef al. 1985) en 1985 et est basée sur
la mesure d’oxygene consommé lors d’une réaction de peroxydation lipidique. Cette réaction
d’oxydation est induite par la décomposition thermique de ’AAPH (dichlorhydrate de 2,2’-
azobis-2-méthyl-propanimidamide) qui permet de générer un radical peroxyle. Les résultats

sont exprimés en pmoles de radicaux peroxyles captés par litre de milieu étudié.

48



11. 5.8. Méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) :

La méthode ORAC permet de mesurer la capacité d’un composé étudié a préserver une sonde
de fluorescence de I’oxydation par un radical peroxyde. Comme pour la méthode TRAP, le
radical peroxyde est formé a partir de I’AAPH. La réaction de ce radical avec la sonde de
fluorescence s’accompagne d’une perte de la fluorescence. L’effet protecteur d’un antioxydant
contre les radicaux peroxydes est ainsi déterminé par comparaison de la variation de
fluorescence en présence ou non d’un composé potentiellement antioxydant. Durant les
premiers travaux, la B-phycoérythrine (B-PE) était utilisée comme sonde de Fluorescence (Cao
et al., 1993 ; Cao et Prior, 1999). Cette méthode a été remplacée avec succes par la

fluorescéine (Ou et al., 2001) et la dichlorofluorescéine (Valkonen et Kuusi, 1997).

11. 5.9. Méthode TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity):

Cette méthode, développée par Winston (Winston ez al. 1998), utilise la réaction d’oxydation
de I’acide 2-céto-4-méthiobutyrique (KMBA) en éthyléne par un radical peroxyde. Ce radical
est formé a partir de I’AAPH et la formation d’éthyléne est mesurée par chromatographie
gazeuse. Le pouvoir antioxydant d’un composé est évalué par sa capacité a inhiber la formation

d’éthyléne.

II. 5. 10. Méthode du métal chélatant :

Cette méthode se base sur la complexation par le ferrene-fe+2, I’EDTA (I’acide

¢thylénediaminetétraacétique) est utilis¢é comme standard (Decker et al., 1990).
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I11.6. les dosages des flavonoides :

111. 6.1. Les différentes classes de flavonoides :

Plusieurs classes de flavonoides ont été proposées selon le chemin biosynthétique (Figure 20)

(Bruneton, 1999)

Anibocvanidine

J___.-f"'\;_\_‘ O Ismllavuname
Izaflar ame |

Biflavomoide

Figure 21 : Les différentes classes de flavonoides.
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111.6.2. Propriétés physico-chimiques pour les flavonoides :

111.6.2. 1. Solubilité des flavonoides :

En présence d’un solvant, la structure du flavonoide pourrait étre différente selon les diverses
interactions (type hydrophobe, liaisons hydrogeéne, type électrostatique...). (Mompon et al.,
1996 ; Saidman et al., 2002).

Les différences structurales au sein d’'une méme famille sont tellement importantes qu’il est
difficile d’estimer la solubilité d’un composé dans un solvant. Toutefois, les flavonoides sont
faiblement solubles dans I’eau (Abou El Hassan et al., 2000 ; Benavente- Garcia et al., 2001 ;

Calias et al., 1996 ; Pulley, 1936 ; Walle, 2004).

111.6. 2. 2. Absorptions des ravonnements UV :

Les spectres UV des flavonoides permettent d’observer deux bandes d’absorption principales
dans la région 240-400 nm. La bande I (300-395 nm) due a I’absorption de la partie cinnamoyle
(noyau B) du flavonoide et de la bande II (240-280 nm) qui est associée a I’absorption de la
partie benzoyle (figure 22) (Harborne et Williams, 2000).
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Figure 22 : Partie benzoyle et partie cinnamoyle d’absorption en UV (bande I et bande II).
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Un grand nombre de flavonoides ont été étudiés en UV-visible, en présence d’une série de

réactifs conduisant a des observations et conclusions dressées dans le tableau 7 (Harborne,

1989 ; Markham, 1982 ; Voirini, 1983).

Tableau 7 : Absorption UV des flavonoides dans le méthanol (Harborne, 1989 ; Markham,

1982 ; Merghem ; 2009 ; Voirin, 1983) :

Classe des flavonoides A max (nm)

Bande II Bande I
Flavonols 250-280 330-385
Quercétine 255,269 s 301 s, 370
Quercétine 3-O-glucoside 257,269 s 299 s, 362
Hespéretine 288 300 s
Taxifoline 290 327 s
Flavones 250-280 310-350
Chrysine 247s, 268 313
Apigénine 267,296 s 336
Favanone et dihydroflavanol 275-295 300-330
Flavanol 270-280 -
Chalcone 230-270 340-390
4’-Hydroxychalcone - 328
2’, 4, 4" -Trihydroxychalcone - 367
Aurone 230-270 380-430
4-Hydroxyaurone - 389
6, 3°, 4’-Trihydroxyaurone-6-glucoside - 405
Anthocyane 270-280 465-560
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Cyanidin-3-glucoside 274 523
Pelargonidine 3,7-diglucoside 279 498
Isoflavones 245-275 310-330
Daidzeine 238 s, 249 260s,303s

En absence d’hydroxyle en position 3 (cas des flavones), la longueur d’onde de la bande I est
plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en particulier sur les
hydroxyles en position 3, 5, 7, 4°, provoquent un déplacement hypsochrome vers les longueurs
d’ondes plus courtes. Toutefois, la nature du sucre n’a généralement pas d’effet (Markham,
1982). Pour I’acylation, peu de données existent sur 1’effet de cette réaction sur les propriétés

spectrales des flavonoides.

111.6. 2. 3. Stabilités des flavonoides :

La lumicére, le pH, la température, la nature du solvant, la présence d’enzyme, d’ion métallique

ou non, d’oxydant exercent une influence sur la stabilité des flavonoides (Fargeix, 2000).

Des travaux sur la cinétique d’oxygénation des flavonoides ont été décrits (Balogh-Hergovich
et Speier, 2001 ; Barhacs et al., 2000 ; Fargeix, 2000 ; Mochizuki ez al., 2002 ; Ramos-
Tejada et al., 2002) (figure 23).
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Figure 23 : Exemples d’autoxydation de flavonoides

(Fargeix, 2000 ; Balogh-Hergovich et Speier, 2001 ; Mochizuki ez al., 2002).
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Les substituant (alkyle, alcoxy, glycosyle) interviennent également dans la stabilité des
flavonoides (Friedman et Jurgens, 2000 ; Makris et Rossiter, 2002 ; Smith et al., 2000 ;
Ungar et al., 2003).

Par exemple, la quercétine 3-O-galactoside et la rutine ont une photostabilité et une

thermorésistance plus élevées que la quercétine (Makris ef Rossiter, 2002 ; Smith et al., 2000).

I11. 6.2.4. Effet des flavonoides :

Les flavonoides ont trouvé plusieurs applications comme :

Complexant réversible et irréversible : (Charlton et al., 2002 ; Cornard et Merlin,
2002a ; Cornard et Merlin, 2002 b ; Ficarra ef al., 2002 ; Le Nest et al., 2004 ;
Tommasini et al., 2004 ; Walle et al., 2003 ; Zhu et al., 2002 ; Zsila et al., 2003).
Inhibiteurs d’enzymes (Arockia Babu et al., 2002 ; Chi et al., 2001 ; Havsteen, 2002 ;
Sadik et al., 2003).

Photo-protecteurs (Bonina et al., 1996 ; Saija ef al., 2003 ; Saliou et al., 1999 ; Zhai
et Maibach, 2002 ; Zhang et al., 1997).

Anti- HIV, antiviral (Formica et Regelson, 1995 ; Mantas ez al., 2000).
Anti-inflammatoires et anti-tumoraux (Di Carlo ef al., 1999 ; Formica et Regelson,
1995).

Protecteurs des cartilages, inhibiteurs de la dégradation du protéoglycane et traitement
de I’arthropathie (Watanabe et al., 1993 ; Watanabe et al., 1994 a ; Watanabe et al.,
1994 b).

Antibactériens (Alcaraz et al., 2000 ; Syuchi et al., 2006).

-Traitement d’anomalies thrombotiques et artérioscléreuses (Cavazza, 2003).
Anti-angiogéniques (Matsubara et al., 2004).

Dans la prévention du cancer et des maladies cardio-vasculaires (Manach et al., 1996).
Dans le traitement et la prévention des maladies liées a I’hyperlipidémie (Bok et
al.,2001).

veinotoniques, analgésiques, antiallergiques, antispasmodiques, oestrogéniques et/ou
anti-oestrogéniques, (Basile et al., 1999 ; Galvez et al., 1993a ; Galvez et al., 1993b ;
Goodarzi et al., 2006 ; Martini et al., 2004 ; Ouali et al., 2007).
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- Antioxydants et anti-radicalaires (Burda et Oleszek, 2001 ; Rice-Evans et al., 1996 ;
Van Acker et al., 1996).

L’activité antioxydante a été la plus étudiée. Une relation structure-activité qui a été établie
montre la nécessité de la présence d’un squelette 3°,4°,5-trihydroxyflavonol nécessitant
également la présence d’un substituant OR en position 3 (Aliaga et Lissi, 2004 ; Heim ez al.,

2002; Van Acker et al., 1996) :

Figure 24 : Eléments essentiels pour 1’activité antioxydante des flavonoides.

I11. 6.3. Biosynthése des flavonoides :

La biosynthese des flavonoides se fait par deux voies principales qui sont :

- La voie de shikimate, c¢’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques,
elle joue un role critique pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide
(Kening et al, 1995), dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol
pyruvate sont produits par les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie
des pentoses et la glycolyse respectivement, ces dernicres sonta 1’origine des composés
phénoliques C6 — C1 formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la
molécule de base de tous les flavonoides et tannins condensés (Haslam, 1994 ; Dewick,

1995). Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent
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de cette voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires
métaboliques entre ’acide shikimique et I’acide cinnamique.

- La voie malonate : cette voie se produire aussi par les carbohydrate, La glycolyse et la
B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le malonate, C’est a
travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues par
condensation répétée d’unités "Acétate” qui se fait par carboxylation de I’acétyl-CoA,
Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase, 3 molécules d'acétyle
CoA pour le cycle A qui dérive de la voie acétate malonate (Fleeger et Flipse 1964,

Richter 1993).

C'est alors a partir de la chalcone ainsi formée par cette condensation chimique que vont
étre mis en place les flavonoides appartenant aux diverses classes, en particulier des
pigments comme les anthocyanes, les flavonols, ou certains monomeres de type flavonols
dont la polymérisation conduira aux tannins condensés. Cette biosynthése des flavonoides

se fait par un intermédiaire commun, la 4,2",4",6"- tétrahydroxychalcone.

Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous ’action d’enzyme, la chalcone
isomérase, en flavanone : naringénine. C’est sur cette derniére qu’agit ensuite la flavone
synthase ou la (2S)-flavanone-3-hydroxylase pour donner la formation de la flavone :
apigénine ou le dihydroflavonol : (2R, 3R)-dihydrokaempférol, respectivement. Les deux
enzymes fonctionnent différemment, la premiére introduit la double liaison entre les
carbones C-2 et C-3, tandis que la deuxiéme catalyse I’hydroxylation du carbone C-3. Le
dihydroflavonol, en présence de la flavonolsynthase ou la dihydroflavonol-4-réductase, se
métabolise en flavonol : kaempférol ou en flavan -3,4-diol : leucoanthocyanidol,
respectivement. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols et anthocyanidols.
Cependant, les étapes ultimes de leur formation ne sont pas encore ¢€lucidées. Le
pélargonidol, sous I’action de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme en anthocyanoside :

pélargonidol-3-glucoside
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111. 6.4. Méthodes utilisées pour ’extraction des Flavonoides :

Les flavonoides peuvent étre extraits selon le protocole général de tous les métabolites
secondaires, bas¢ sur la macération dans un systéme hydro-alcoolique suivie de I’extraction
liquide-liquide en utilisant des solvants de polarit¢ croissante (éther de pétrole,
dichlorométhane ou chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol). Les flavonoides aglycones
polyméthoxylés sont plus fréquents dans les extraits apolaires alors que les flavonoides
moglycosylés et aglycones polaires se trouvent plus généralement dans 1’extrait acétate
d’¢éthyle. Les flavonoides polyglycosylés sont plus fréquents dans 1’extrait n-butanol.
Cependant, le protocole spécifique visant I’extraction des flavonoides au détriment d’autres
métabolites secondaires, s’articule sur I’utilisation de I’eau bouillante suivie de 1’extraction

liquide-liquide en utilisant I’acétate d’éthyle et le n-butanol.
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Chapitre IV

Etude des activités
phénoliques et
antioxydantes totales dans
le jardin génotypes de pois

(Pisum sativum L..)



IV.1. Variations des activités phénoliques et antioxydants totales :

Ce chapitre est une comparaison des métabolites chimiques et du phénotype externe d'un
groupe de 22 especes de pois. Ce travail a été réalisé par un groupe de chercheurs (Jyoti
Devia, , Satish K. Sanwala,b, Tanmay Kumar Koleya,c, Gyan P. Mishraa,d, P.
Karmakara, P.M. Singha, B. Singha , 2019),Cet travail a ¢ét¢ publi¢ dans Scientia
Horticulturae en 2019

IV .1.1. Lieu d’étude :

Agro climatiquement, I’emplacement expérimental était au centre de la Région de plaine
gangétique de 1’Inde. Le sol de la parcelle expérimentale était neutre avec un pH de 7,4 et
la texture du sol était un limon-limon contenant du carbone organique 0,45 %, azote
disponible 178 kg ha ~!, phosphore disponible (P205) 52,0 kg ha ~! et potasse disponible
(K20) 340 de kg ha ~!. La moyenne des données météorologiques hebdomadaires telles
que le minimum, le maximum et la température moyenne (°C) ; humidité ¢élevée et faible
(%), vitesse du vent (km/h), précipitations (mm) et longueur du jour (h) pour la saison
culturale des mois de novembre a avril de ’année 2015-2016 ont ét€¢ obtenus aupres
d’observatoire météorologique situé a I'Institut de Recherche sur les 1égumes, ICAR-Indian

Varanasi, Inde

IV .1.2. Matériel végétal et conception expérimentale :

Le matériel végétal consistait en 22 génotypes divers de pois verts, appartenant a différents
groupes de maturité (sur la base des jours passés a 50 % de floraison), hauteur de la plante
(courte, moyenne et haute), couleur de la fleur (blanche et violet), la forme de la graine
(ridée/alvéolée/ronde) et la couleur de la graine mature (par rapport aux nuanciers de la

Royal Horticultural Society, 1804).

Parmi ces génotypes, deux génotypes a savoir, VRPD -2 et Le VRPD - 3 étaient du type a
gousses comestibles (Tableau 8). L'évaluation sur le terrain des génotypes pour le
rendement et les caractéres contribuant au rendement a été réalisée en conception de blocs
randomisés (RBD) avec trois réplications. La taille de la parcelle pour 1’évaluation sur le
terrain a été maintenue a 3,0 m? pour chaque génotype et a I’intérieur de la parcelle,
I’espacement ligne a ligne et plante a plante ont été conservées a 30 x 10 cm. Les plantes
ont été irriguées par un systeme d’irrigation par aspersion, tandis que d’autres pratiques

agronomiques standard ont ét¢ simultanément suivies pour €élever une culture saine. Les
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graines et Gousses de pois verts frais au stade comestible (VRPD-2 et VRPD-3) ont été
utilisées pour les composés phénoliques totaux, les flavonoides totaux et les antioxydants

sont estimés en triple

Tableau 8 : Description détaillée des génotypes de pois de jardin pour les caracteres des

plantes, des fleurs et des graines. (Jyoti Devia, Satish K. Sanwal , 2019)
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1V .1.3. Analvse biochimique :

IV .1.3.1. Préparation des échantillons

Pour I’évaluation des activités phénoliques totales, flavonoides totaux et antioxydants, 2,0 g
d’échantillon de chaque génotype ont été extraits dans 5 ml d’éthanol (80 %) par agitation
(30 min) et centrifugation pendant 15 min a 19 838 tures a 4 °C et le surnageant a été
recueillie dans un tube a essai. Ensuite, le résidu a été réextrait deux fois avec 5 ml d’éthanol
a 80 % et centrifugé. Tous les surnageant ont été collectés et conservés a -20 °C pour une

analyse ultérieure.

1V .1.3.2. Teneur totale en phénoliques (TPC) et teneur totale en flavonoides (TFC)

estimation :

L’estimation du TPC a été réalisée par spectrophotométrie en utilisant le réactif Folin-
Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Dans une aliquote d’échantillon de 100 pL, ajoute de
I’eau déionisée (2,9 ml), du réactif folin-ciocalteu (0,5 ml) et une solution de Na2CO3 a
20 % (2,0 ml) et le mélange ont été conservés pendant 90 min dans une Température de
picce. Ensuite, 1’absorption de la solution a été mesurée par spectrophotométrie a 760 nm,
et le résultat a été¢ exprimé par équivalent d’acide gallique (mg GAE/100 g de poids

corporel). La teneur totale en flavonoides a été évaluée a I’aide de la méthode chlorure
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d’aluminium (Zhishen et al., 1999). Une aliquote de 1 ml de chaque échantillon était prise
dans une fiole jaugée de 10 mL contenant 4,0 mL d’eau distillée, 0,3 ml de NaNO2 (5 %)
et 0,3 ml d’AICI3, 6 h 2 O (10 %). Conservé pendant 6 min a température ambiante, apres
2,0 ml de Na-OH (1 N) sont ajoutés, et la solution a été diluée a 10 ml en utilisant de 1’eau
distillée. L.’absorbance de la solution par rapport au blanc a ét¢ immédiatement mesurée a

510 nm, et les résultats sont présentés en équivalent catéchine (mg CE/100 g FW).

1V .1.3.3. Détermination des activités antioxydants :

1V .1.3.3.1. A. Ferric Réduction du pouvoir antioxydant (FRAP) :

FRAP était estimé comme décrit par (Benzie ef Strain .1996). En bref, le mélange
réactionnel comprend un tampon acétate (300 mM; pH 3,6), TPTZ (10 mM) dans HCI
(40 mM) et FeClI3 (40 mM) dans un rapport 10 : 1 : 1 (v/v/v). L’extrait d’échantillon (100
ul) a été mélangé avec du réactif FRAP (3,0 ml), vortexé et incubé a 37 °C dans un bain-
marie pendant 30 min. Puis, en raison de la réduction de la tripyridyltriazine ferrique en
complexe ferreux, il y a une formation d’un complexe de couleur bleu intense, qui a été
mesurée par spectrophotométrie 4 593 nm et les résultats sont exprimés en pmol Equivalent

Trolox (TE)/g FW.

1V .1.3.3.2. Capacité antioxydante réductrice cuivrique (CUPRAC) :

UPRAC I’analyse a été réalisée comme décrit par (Apak et al. 2005). Briévement, une
aliquote d’échantillon de 100 pL a été mélangée avec 1,0 mL de cuivre (II) solution de
chlorure (10 M), solution de néocuproine (7,5 x 10 M) et solution tampon d’acétate
d’ammonium (pH = 7). L’absorbance était enregistrée a 450 nm aprées 1 h contre un blanc

et les résultats ont été exprimés en umol TE/g FW.
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1V .1.3.3.3. C. Activité anti radicalaire contre le radical DPPH :

Ce protocole est basé sur la capture du radical DPPH de couleur violette (2,2 -diphényl-1 -
picrylhydrazyl) comme expliqué par Brand-Williams et al. (1995). Une aliquote de 100 pL
a ¢été ajoutée a 3,9 mL de DPPH dans du méthanol (95 %) la solution est agitée et le
changement d’absorbance a ét¢ mesuré a 515 nm pendant 30 min, jusqu’a ce que
I’absorbance atteigne un état stable. Le pourcentage d’inhibition de la DPPH a été calculé

a I’aide de la formule suivante :

wsic - g — A
%Inhibition———— x (100)

i)

Ou, Ao et A sont I’absorbance initiale et finale de 1’échantillon extrait, respectivement
mesuré a 515 nm et le méthanol (95 %) a été utilisé comme blanc. La courbe d’étalonnage
entre le % d’inhibition et la concentration de Trolox (100-2000 uM) a ensuite été formée et

les résultats sont exprimés en umol TE/g FW.

1V .1.3.3.4. D. Capacité antioxydant équivalent du Trolox (TEAC) :

Une procédure modifiée utilisant ABTS (2,2-azino-di-3-éthylbenzothialozinesulfonique
acide) a été utilisée pour I’estimation du TEAC (Re et al., 1999). L’ABTS " une solution
mére (7 mmoL.L!) a été préparée par réaction d’ABTS (7,0 mmoL. L) et persulfate de
potassium (2,45 mmoL.L -!) sous forme d’agent d’oxydation. ABTS * " la solution de travail
a été préparée en diluant la solution mére dans I’éthanol de sorte qu’elle donne une
absorption de 0,70 = 0,02 a A = 734 nm. Ensuite, 10 uL d’extrait ont été ajoutés au ABTS *
" solution (90 pL) et I’absorbance a €ét¢ mesurée 10 min aprés mélange initial a 30 °C a
734 nm. Le pourcentage d’inhibition d’ABTS * a été calculé comme cela a été fait pour la
méthode DPPH et I’activité de captage des radicaux de I’échantillon a été exprimée en umol

TE/g FW.
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IV .1.4. Traits horticoles :

Les génotypes de pois verts ont également été caractérisés pour le rendement et les traits
contributifs aux rendements tels que jours a 50 % de floraison (DTF), hauteur de la plante
(PH), longueur de gousse (PL), largeur de gousse (PW), graines par gousse (SPP), poids de
100 graines (100-GSW), gousses par plante (PPP), poids moyen des gousses (APW) et
rendement par plante (YPP). Les données ont été enregistrées sur 10 plantes sélectionnées

au hasard dans chaque réplica.

IV .2. Résultats :

IV .2.1. Teneur totale en phénoliques et teneur totale en flavonoides :

L’analyse de la variance a montré des différences significatives pour le TPC et le TFC
indiquant la présence d’une large gamme de variabilité pour ces caractéres dans les divers
génotypes de pois de jardin étudiés (Tableau 1). Le TPC variait de 12,6 a 128,6 mg de
GAE/100 g tandis que le TFC variait de 4,6 a 45,8 mg CE/100 g (Tableau 2), indiquant une
variation de pres de dix fois de teneurs en phénoliques et en flavonoides dans les génotypes
étudiés. En outre, il était intéressant de noter que la couleur de la graine, la couleur de la
fleur, la forme de la graine et les types de maturité de pois verts présentaient une corrélation
significative avec le TPC et le TFC. Les génotypes sont triés en groupes distincts basés sur
la couleur du tégument et la concentration de TPC et TFC enregistré dans ces génotypes
(Tableau 2). 11 a été observé que les génotypes EC-9485 et VRP-233 ayant un tégument de
couleur orange verdatre (GOG165B et GOG165 A) présentaient le plus de Contenu TPC et
TFC, suivi du génotype (No-17) ayant Tégument jaune verdatre (GYG161C). La plupart
des génotypes de pois verts a couleur gris-vert (GGG194 A, GGG194B, GGG195 A et la
couleur du tégument de la graine GGG195B) a enregistré le TPC et le TFC les plus bas sauf
les génotypes Kashi Udai (GGG194B), PC-531 (GGG195B) et VRP- 393 (GGG195B).
Comme la couleur du tégument des graines, le TPC et le TFC ont également été trouvés de
manicre significative corrélés a la forme de la graine. Alvéolées (ou semi-froissées) et
rondes les génotypes ensemencés ont montré un TPC significativement plus élevé (=
24,0 mg GAE/100 g FW) que le type a graines froissées sauf pour Kashi Nandini et VRP
— 343. Dans le méme ordre d’idées, la teneur en TFC a été jugée €levée (= 9 mg CE/100 g
FW) dans les génotypes de pois a alvéoles et a graines rondes sauf a Kashi Nandini et Kashi
Udai. Le génotype VRP-343 a graines rondes cependant avait un TPC comparativement

faible, le TFC a été trouvé ¢élevé dans ce génotype. Le génotype EC-9485 a enregistré les
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plus hauts TPC et TFC (128 mg GAE/100 g FW et 45,8 mg CE/100 g FW, respectivement),
suivi de VRP-233 (104 mg GAE/100 g FW et 36,8 mg CE/100 g FW, respectivement).

Le plus intéressent, ces deux génotypes sont ¢galement de type fleur pourpre, un trait connu
pour étre lié a la couleur du tégument de la graine. Cela signifie que la voie de biosynthése
de I’anthocyanine qui est fortement exprimée dans les génotypes de pois de couleur fleur
pourpre semble associée aux potentialités antioxydantes élevées de ces génotypes par
rapport aux autres génotypes de pois a fleurs blanches utilisés dans cette étude. En outre, il
a ¢également été observé que la plupart des génotypes a savoir, VRPE-100, VRPE-101,
Kashi Ageti, Kashi Nandini, Azad Pea-3 et Arkel ont exprimé un TPC faible sauf Kashi
Udai. De méme, Le TFC a également été enregistré a un niveau significativement bas dans
ces génotypes de pois a maturation précoce. Cependant, pour les génotypes de pois a
maturation moyenne et tardive, aucun schéma distinct n’a été enregistré pour le TPC et le
TFC. Un résultat similaire a également été rapporté par Hegedusova et al. (2015) dans
lesquels ils ont observé la plus faible teneur phénolique dans le cas de la variété précoce

Premium que les variétés moyennes et tardives, a savoir

Flavora, Utrio, Jumbo et Ambassador. La contribution en pourcentage des flavonoides aux
composés phénoliques totaux était également examinée (Tableau 2). Les génotypes EC-
9485 et VRP-233 cependant présentaient les plus hauts TPC et TFC par rapport aux
20 autres génotypes, mais la contribution en pourcentage des flavonoides aux composés
phénoliques totaux a été trouvée relativement faible dans ces génotypes. En outre, quatre
génotypes a savoir, Kashi Udai, PC-531, VRPR-1 et Kashi Shakti ont montré des composés
phénoliques totaux similaires de concentrations (~28 mg GAE/100 g), mais la contribution
en pourcentage des flavonoides aux composés phénoliques totaux variait dans une large

mesure (24,9 % a 60,9 %).

IV .2.2. Activités antioxydantes

Aucune méthode unique ne permettant d’évaluer les « activités antioxydantes totales » pour
chaque aliment de maniére précise et quantitative (Koley ez al. 2016), par conséquent, deux
tests basés sur le transfert d’¢lectrons (ET) in vitro (FRAP et CUPRAC) et deux dosages
basés sur le transfert d’atomes d’hydrogeéne (HAT) et (ETTEAC et DPPH) ont été utilisés
dans cette ¢tude. Dans le test DPPH, I’activité antioxydante des génotypes étudiés variait
de 0,44 (VRPE-101) a 14,0 (EC-9485) umol TE/g FW, alors que les valeurs du test TEAC
variaient entre 1,24 (VRPE-100) a 14,9 (EC-9485) umol TE/g FW. Parmi les génotypes
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¢tudiés, une variation de preés de 31 et 12 fois a été enregistrée pour DPPH et ABTS,
respectivement (Fig. 1; Tableau 2). En accord avec les résultats de TPC et TFC, les
génotypes de pois ayant un tégument coloré ont également montré des activités
antioxydantes significativement plus élevées que les génotypes a tégument blanc. Le
pouvoir de réduction des génotypes de pois a également ét¢ mesuré a 1’aide de FRAP et les
dosages CUPRAC. Dans le test FRAP, I’activité antioxydante variait entre 0,41 (Arka Ajit)
et 11,7 (VRP-233) pumol TE/g FW qui reflétait une variation d’environ 28 fois parmi les
génotypes étudiés. Il est a noter que la quantité d’activité antioxydante du VRP-233 est
10 fois supérieure a celle de la variété Arkel largement cultivée. Dans le test CUPRAC, le
génotype EC-9485 a présenté une activité antioxydante la plus élevée (27,8 umol TE/g FW),
tandis que VRPE-100 a enregistré la plus faible activité (3,20 umol TE/g fw) (Fig.1;
Tableau 2).

1V .2.3. Performance pour les traits horticoles :

L’analyse de la variance a montré des différences significatives pour tous les caracteres
horticoles étudiés indiquant une variation génétique suffisante entre les génotypes de ces
caracteéres (tableau S1). Les Variétés de pois a maturation précoce sont généralement
préférées par les agriculteurs ainsi que par les consommateurs en raison de leur importance
¢conomique et leurs attributs de qualité. Les génotypes a savoir. VRPE-101, Kashi Nandini
et Arkel étaient les plus précoces (32 jours) depuis des jours portés a la floraison alors que
la floraison a été observée tardivement (70—71 jours) pour les génotypes VRPMR-10, VRP-
147 et VRP-393 (Tableau 3). VRPE-101, Kashi Nandini et Kashi Udai ont mis un minimum
de jours pour atteindre la maturité des graines (<100 jours) tandis que VRPMR-10 a été
trouvé la plus tardive (137 jours) (Tableau S2). Le faible poids de 100 graines vertes dans
le génotype PC-531 a indiqué sa plus petite taille de graines, alors que le poids élevé des
100graines vertes chez Kashi Ageti a révélé sa taille de graine plus volumineuse. En outre,
EC-9485 présentait la teneur la plus élevée en phénoliques et flavonoides et son rendement
moyen (22,7 g/plante) a été enregistré comme le plus bas parmi tous les génotypes en raison
de ses gousses plus petites et le faible poids de 100graines vertes. Les génotypes VRPMR-
10, Arka Ajit, Kashi Samridhi et PC-531 ont enregistré un rendement ¢levé en gousses,
attribué principalement en raison d’un plus grand nombre de gousses et d’une longueur de

gousse plus longue.
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Tableau 09 : TPC, TFC et activités antioxydantes de vingt-deux cultivars de pois de jardin

dans des extraits éthanoiques (Jyoti Devia, Satish K. Sanwal , 2019)
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Les moyennes suivies des mémes exposants ne sont pas significativement différentes (p
<0,05); TPC — teneur totale en composés phénoliques; TFC— Teneur totale en
flavonoides ; CUPRAC— cuivrique capacit¢ de réduction des antioxydants ioniques;
FRAP-ferrique réducteur de pouvoir antioxydant ; DPPH-2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyle ;
ABTS ; Acide 2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique ; des lettres différentes dans

la méme colonne représentent des résultats statistiquement différents (p <0,05).

IV .2.4. Etudes de corrélation :

Les résultats analytiques ont révélé de fortes corrélations positives entre flavonoides totaux
et phénoliques totaux dans les deux aspects phénotypiques (rP = 0,947 ) et génotypiques
(G = 0,973 ). De plus, le TPC et le TFC ont été positivement corrélés aux dosages

kskosk

d’antioxydants. Le TPC a montré une forte corrélation avec TEAC (rP = 0,979 "~ et rG =
0,987 *), CUPRAC (1P = 0,965 " et tG = 0,979 ), DPPH (P = 0,970 ™" et tG = 0,976
) et FRAP (P = 0,583 " et rG = 0,589 ™

forte corrélation avec TEAC, CUPRAC, Dosages DPPH et FRAP. Des corrélations

kkok kkk

). De méme, le TFC a également montré une

significatives ont également été enregistrées entre les différentes méthodes utilisées pour
déterminer le potentiel antioxydant, notamment entre CUPRAC et TEAC (rP = 0,974 " et
G = 0,989 *), CUPRAC et DPPH (rP = 0,971 " et rG = 0,985 ") et DPPH et TEAC (1P
=0,979 et 1G = 0,988). Les corrélations les plus faibles ont ét¢ enregistrées entre les dosages
FRAP & CUPRAC et FRAP & DPPH. Les détails des corrélations phénotypiques et

génotypiques de divers parametres sont résumés dans le tableau 4. La corrélation positive
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entre les phénoliques totaux, les flavonoides ayant des capacités antioxydants indiquent que
les phénoliques et les flavonoides sont les principaux composants de la capacité

antioxydante dans les génotypes de pois.
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Figure. 25 : Performances comparatives de différents dosages d’antioxydants.

IV .2.5. Analvse en composantes principales (ACP) et analyse en grappes :

L’analyse PCA pour les activités TPC, TFC et antioxydants a abouti a cinq composants
avec deux composants principaux (PC1 et PC2) ayant une valeur propre de 1,63 et 0,39 qui
expliquaient respectivement une variation de 74,77 % et 18,03 %. Les composants restants,
c’est-a-dire PC 3 a PC 5, ont produit des valeurs propres progressivement plus petites et
n’ont pas expliqué la variabilité significative de 1I’ensemble de données (6,85 %). Selon la
dispersion sur le diagramme PCA pour les TPC, TFC et la capacité antioxydants, trois
grands groupes de génotypes ont été identifiés. En outre, le regroupement UPGMA suivant
I’approche NJ (voisinage) a accédé a deux grands groupes qui peuvent €tre divisé€s en cinq
sous-groupes (Fig. 3, groupes Ia, Ib, Ic, Ila et IIb). Il est intéressant de voir que la fleur
violette portant des génotypes, VRP-233, et EC-9485 placés séparément du reste des
génotypes, montrant leur constitution génétique unique pour des activités ¢élevées en TPC,

TFC et antioxydants (figures 2 et 3, groupe Ib). Incidemment, la plupart des maturités

67



précoces les génotypes a savoir, Kashi Udai, VRPE-100, Kashi Ageti, Arkel, Kashi
Nandini, VRPE-101 et Azad Pea-3 ont été regroupés dans le Cluster Ila, il a exprimé une
faible activité antioxydant. En outre, en utilisant les données de neuf caractéres liés au
rendement, des regroupements PCA et NJ ont également été effectués (FigS). En PCA, les
deux premiers grands PC, c’est-a-dire PC1 et PC2, expliquaient 83,55 % de la variation
totale et tous les génotypes ont été regroupés en trois clusters principaux. De méme, le
dendrogramme bas¢ sur le NJ a également regroupé les génotypes en trois principaux

(groupes I, II et III) et six sous-groupes.

Tableau 10 : Performance de vingt-deux génotypes de pois de jardin pour divers caractéres

horticoles.
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Les moyennes suivies des mémes exposants ne sont pas significativement différentes (p
<0,05) DTF : jours de floraison; PH : hauteur de la plante (cm), PL : longueur de la gousse
(cm); PW : largeur du poids (cm); SPP : graines par gousse; 100-SGW : poids de
100 graines vertes ; PPP : gousses par plante (non) ; APW : poids moyen des gousses (g) et
YPP : rendement par plante (g).
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Tableau 11 : Matrice de corrélation phénotypique et génotypique pour TPC, TFC, divers

dosages d’antioxydants et rendement par plante.
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*p <0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001; Ou, TPC : teneur totale en composés phénoliques ;
TFC : teneur totale en flavonoides ; CUPRAC : capacité de réduction antioxydante des ions
cuivriques; FRAP : Pouvoir antioxydant réducteur ferrique; DPPH : 2, 2-diphényl-1-
picrylhydrazyle ; ABTS : acide 2- azinobis-3 - éthylbenzothiazoline-6-sulfonique et YPP :

rendement par plante.
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Discussion



Chez les plantes, les composés phénoliques dont les flavonoides ont regu une attention
particuliére, car ils ont jou¢ un role crucial dans la prévention de diverses maladies
humaines. Les pois verts étant consommés frais, tous les paramétres biochimiques ont
été calculés sur la base du poids frais. Cette approche a également été largement utilisée
pour diverses cultures de fruits et 1égumes comme la carotte (Koley et al., 2014), le

pommeau indien (Nishad et al., 2018) et de la prune (Wang et al., 2018).

Des différences génotypiques pour ces composés ont déja été signalées dans différentes
cultures, et ont ainsi indiqué un large champ pour la sélection de génotypes ayant des
teneurs en composés phénoliques et en flavonoides significativement €levées (Bhoyar
etal, 2011, 2018 ; Klepacka ef al., 2011). Dans la présente enquéte, les génotypes de
pois verts étudiés ont également montré une large gamme de variations pour le TPC
(12,6 a 128 mg GAE/100 g poids corporel) et le TFC (4,61 a 45,8 mg CE/100 g poids
corporel) (tableau 2). Au contraire, (Klepacka et al. 2011) tout en étudiant les variétés
de pois, et ont signalé une variation relativement faible pour la teneur en composés
phénoliques allant de 28 a 42 mg/100 g. De plus, les variations des activités
antioxydantes des génotypes ayant des téguments et des fleurs de couleur différentes
ont également donné une preuve concluante de I’association du trait coloré (fleur ou

tégument) avec des activités antioxydantes ¢levées (Ojwang et al., 2012).

Nos résultats étaient également en phase avec les rapports précédents de
(Stanisavljevic ef al. 2016), ou les génotypes de pois de couleur foncée (MBK-168 et
MBK-173) présentaient des teneurs phénoliques totales les plus élevées ainsi que les
activités antioxydantes les plus fortes. En outre, tout en étudiant les variétés de
téguments de graines colorées et blanches de pois, (Troszynska ez Ciska 2002), ces
derniers ont ¢galement signalé une concentration presque six fois plus ¢€levée de

composés phénoliques libres dans les variétés colorées que dans les variétés blanches.

De plus, Duenas et al. (2006) ; Agboola et coll. (2010) et Marathe et al. (2011) ont
¢galement confirmé des résultats similaires dans les cultures comme les pois et les
haricots. Il est intéressant de noter que la forme des graines a également été trouvée
corrélée de maniere significative avec le TPC et TFC, et des génotypes a alvéoles et a
graines rondes ont montré des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides

significativement plus élevées que le type froissé semé.
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Cependant, les cultivars de pois a graines rondes ont montré relativement moins de
protéines brutes, de lipides libres, de cendres, de glucose et de saccharose que les
cultivars ridés (Bastianelli er Grosjean, 1998 ; Eliasson e Gudmundsson,
2006Welch et Gri  ths, 1984). Des informations comparatives sur le TPC et le TFC
ne sont pas disponibles et cette corrélation a ouvert une nouvelle frontiére pour la
s¢lection de composés phénoliques de et des flavonoides contenant les génotypes de

pois basés sur la forme des semences.

Les anthocyanes sont les principaux pigments du pois donnant du rouge, du violet ou
une couleur bleue a la fleur/tégument de la graine, générée par voie de biosynthétique
de flavonoides et actuellement, six principales loci A, B, Ar, Am, Cr ont été rapportés
qu'ils sont associés a la formation de la couleur des fleurs violettes (Moreau et al.,
2012). Des enquétes antérieures ont montré que le locus « A » est fondamental pour la
production d’anthocyanes et de flavones/flavonols dans les fleurs (Hellens et al., 2010 ;
Hrazdina et Weeden, 1986) alors que le locus mutant «a» abolit la formation de

pigment anthocyanique dans la plante (Noel-Ellis et al., 2011).

Ainsi, la couleur de la fleur et/ou la couleur du tégument du pois peuvent étre prises
comme critéres lors de la sélection de cultivars a haute teneur en composés phénoliques
et potentialités antioxydantes Jusqu’a présent, nous n’avons trouvé aucun rapport
montrant I’association de la couleur de la fleur et de la variation de la teneur en
composés phénoliques, que ce soit dans le pois vert ou dans toute autre culture de

légumineuses.

Dans la pomme de terre, Perla et al. (2012) ont rapporté une variété de pommes de terre
a chair violette Purple Majesty, ayant 31 fois plus composés phénoliques que la variété
a chair blanche Russet Nugget. De méme, Madiwale et coll. (2012) ont rapporté une
teneur en composés phénoliques significativement élevée et 1’activité antioxydante des
pommes de terre a chair violette par rapport a leurs homologues a chair blanche et jaune.
De plus, il est intéressant de noter que, dans la présente enquéte, nous avons utilisé soit
des graines vertes, soit gousses comestibles du poids pour analyse et non les tissus de
couleur violette (riches en anthocyanes) utilisés pour la pomme de terre (Madiwale et
al., 2012). 11 a été indiqué que la voie de 1’anthocyanine (y compris certaines autres
voies de biosynthése des antioxydants associ€s) qui est exprimée en évidence dans les

génotypes de pois de couleur fleur pourpre (n'est pas active dans les génotypes a fleurs
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blanches) contribue aux composés antioxydants d’autres parties, y compris la culture
de graines et de gousses de pois. Ainsi, cela semble la raison des potentialités
d’antioxydants significativement élevées des génotypes a fleurs violettes par rapport
aux génotypes a fleurs blanches. Cependant cela nécessite une enquéte plus approfondie
au niveau de ’anthocyanine et d’autres voies de biosyntheése des antioxydants dans

différents génotypes de pois.

Les génotypes comestibles de pois cabossés a savoir VRPD-2 (GGG195B) et VRPD-3
(GGG195 A) ont montré un TPC et un TFC significativement élevés (tableau 2). Cela
peut étre di au fait que la gousse entiére a été prise pour la préparation de 1’extrait au
lieu des graines vertes comme cela a été fait pour les 20 autres génotypes. Un certain
nombre de rapports sont disponibles pour diverses cultures et signalent des sous-
produits végétaux contenant de grandes quantités de composés phénoliques (George et
al., 2004 ; Gorinsteinet al, 2001). Cependant, des informations sur la teneur en
composés phénoliques des peapods (Babbar ez al., 2014), des pelures de pois (Hadrich
et al. 2014) et des pois (Amarowicz et al., 2004 ; Troszynska et Ciska, 2002) sont
disponibles, mais ceci est le premier rapport de potentialités antioxydantes
comparatives dans une large gamme de génotypes de pois pour les graines vertes et les
gousses de pois comestibles. L’analyse de corrélation aide a déchiffrer I’association
entre les variables qui peuvent étre utilisées pour établir la relation entre les paramétres
antioxydants appartenant a tout systéme biologique (Kaur et al., 2014). En outre, la
base génétique et environnementale de la corrélation est combinée pour estimer la
corrélation phénotypique. Pour tous les traits étudiés, les coefficients de corrélation
génotypique ont enregistré plus de valeurs que leurs coefficients phénotypiques
correspondants. Cela indique que le petit role de I’environnement dans 1’expression des
traits, suggérant en outre I’association inhérente entre ces traits au niveau génotypique
(Kaswan et al., 2018). La corrélation génétique positive enregistrée entre les composés
phénoliques totaux, les flavonoides et I’activité antioxydants aideront en améliorant ces

traits simultanément en faisant des sélections faciles.

De plus, la corrélation positive de ces caracteres avec les activités antioxydants indique
¢galement que les composés phénoliques et les flavonoides sont les principaux
composants de I’activité antioxydante dans les génotypes de pois verts. Nos résultats
sont en concordance avec les résultats précédents dans différentes cultures (Bhoyar et

al., 2011, 2018 ; Yu-Wei et Wang, 2015). En outre, divers rapports présentant les
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corré¢lations de 1’activité TPC, TFC et antioxydante dans diverses les légumineuses
n’ont jamais mis en évidence la corrélation de ces paramétres de qualité avec des
caractéristiques de rendement économique. Dans la présente étude, le TPC, TFC et
CUPRAC ont été trouvés associés négativement au rendement des gousses par plante.
Fait intéressant, dans le clustering NJ utilisant les capacités TPC, TFC et antioxydants,
il a été constaté que cinq génotypes de pois verts a savoir, VRP-147, VRPMR-10, No-
17, Arka Ajit et Kashi Samridhi ayant une résistance a 1’oidium (Sharma et al., 2013 ;
Singh et al., 2015), sont restés regroupés en un seul groupe, indiquant une association
de composés phénoliques ¢élevés et teneur en flavonoides dans ces génotypes avec
résistance a I’oidium (Fig. 26). Les résultats sont bien détaillés par les conclusions de
Kalia et Sharma (1988) qui a révélé que les cultivars résistants de pois verts ont des
niveaux plus élevés de composés phénoliques et d’enzymes oxydants les phénols que
les enzymes sensibles tout en étudiant la génétique de la résistance a 1’oidium. Le
rendement absolu et les caractéristiques associées contribuant au rendement sont les
parametres les plus importants qui régulent finalement les performances de tout
génotype. L’analyse des clustering pour le rendement et les caractéres connexes a
montré que les génotypes a savoir Kashi Ageti, VRPE-101, Kashi Udai, Arkel, Kashi
Nandini, VRPE-100 et Azad Pea-3 ont été regroupés dans un sous-groupe (Fig.27) avec
le moins de variation dans les caracteres, a 50 % de floraison, hauteur de la plante,
graines par gousse, gousses par plante et poids moyen des gousses (tableau 10) et
représentait simultanément le groupe de maturité précoce. De plus, deux génotypes,
EC-9485 et No-17 étaient les plus diversifiés pour des caracteres tels que la hauteur de
la plante, la taille de la gousse, le poids de la gousse et la couleur de la graine sont
groupés distinctement (Fig. 27). Les génotypes VRPMR-10, Arka Ajit et Kashi
Samridhi, les cultivars les plus productifs ont ét¢ regroupés dans un sous-groupe
(Fig.27), principalement attribuable au nombre plus ¢élevé de gousses par plante

(Tableau 10).

Les résultats du dendrogramme sont également pris en charge par les résultats PCA. De
méme, Esposito et al. (2007) a également utilisé une telle approche pour connaitre la
relation entre les différents caractéres déterminant la productivité du pois et pour
produire des cultivars stables et a haut rendement. A 1’avenir, en combinant les
capacités antioxydantes ¢élevées de la CE Génotypes 9485 et VRP-233 avec des variétés

dominantes a haut rendement comme Azad Pea-3, PC-531, Arka Ajit, VRPMR-10 et
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Kashi Samridhi sera un objectif majeur pour le développement d’une variété supérieure
avec un rendement riche en nutriments. Ainsi, le pois vert qui est une source majeure
de protéines et de nutriments dans le régime végétalien gagne en importance en raison
des divers avantages associés a la régulation de I’appétit et a la consommation.
Distinctement, 1’é¢tude a révélé une variation génétique considérable des activités
antioxydantes et de son association avec la couleur du tégument, la couleur de la fleur,
la forme de la graine et la culture durée de maturité dans un ensemble diversifié¢ de
22 génotypes de pois verts ¢tudiés. La corrélation positive entre les activités
phénoliques et antioxydantes I’indiquait comme un contributeur majeur de 1’activité
antioxydante du poids. Les résultats de 1’analyse par clustering et de I’ACP peuvent
étre utilisés dans la sélection future des pois programmes visant a intégrer un meilleur
potentiel antioxydant avec caractéres a rendement plus élevé et sélection de divers
génotypes a partir de toutes les populations en ségrégation. De plus, les informations
sur les activités antioxydants et la teneur en composés phénoliques des génotypes de
pois verts deviennent essentielles pour la santé¢ des consommateurs prudents, tout en

favorisant sa consommation en différentes formes.
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Figure 26: Dendrogramme de 22 génotypes de pois verts basés sur la similitude

génétique NJ pour les activités TPC et TFC et antioxydants.
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Figure 27 : Facteurs primaires et secondaires associés a la voie de biosynthése des
flavonoides chez le pois vert et son association avec les capacités antioxydantes
relatives chez divers génotypes. Remarque : Six locus majeurs a savoir. A, B, Ar, Am,
Cr et cet are ont signalé la formation d’anthocyanes dans la fleur de pois. Le géne A
est fondamental pour la production des deux anthocyanes et flavones/flavonols dans

les fleurs.
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Conclusion

Dans cet travail , une comparaison des métabolites chimiques et du phénotype externe
d'un groupe de 22 especes de pois .Cet travail a été réalisé par un groupe de chercheurs
(Jyoti Devia, , Satish K. Sanwala,b, Tanmay Kumar Koleya,c, Gyan P.
Mishraa,d, P. Karmakara, P.M. Singha, B. Singha , 2019) , Le contenu de cet travail
a ¢été publi¢ dans une revue Scientia Horticulturae en 2019. Les légumineuses
alimentaires répondent aux besoins nutritionnels de base des humains en fournissant
des protéines, des glucides, des minéraux, et des vitamines, ainsi que plusieurs
métabolites secondaires ayant des activités antioxydantes. Divers génotypes de pois
appartenant a différents groupes de maturité, couleur de la fleur, couleur du tégument
et formes de graines ont été évalués pour leur teneur totale en composés phénoliques et
en flavonoides totaux, y compris leurs activités antioxydantes. Ils ont également été
¢valués pour divers caracteres horticoles. Un certain nombre de dosages d'antioxydants
in vitro y compris CUPRAC, FRAP, DPPH et TEAC ont ét¢ comparés pour leur
potentiel antioxydant relatif dans différents génotypes de pois. Les génotypes a fleurs
violettes et a tégument sombre, Dans ces types de variétés EC-9485 et VRP-233 les
teneurs totales les plus élevées en phénoliques (128 et 104 mg de GAE / 100 g de poids
corporel) et en flavonoides totaux (45,8 et 36,8 mg CE / 100 g FW) respectivement,
avec un fort potentiel antioxydant, par rapport a la fleur blanche et la lumiére génotypes
colorés du tégument des graines. Cependant, le rendement en gousses de ces deux
génotypes a été enregistré faible (22,7 g / plante et 69,2 g / plante) attribués
principalement en raison de leur plus faible poids de gousse (2,5 g / gousse et 3,4 g/
gousse), respectivement. A niveau génotypique, la teneur totale en phénoliques a été
trouvée fortement corrélée avec TEAC, CUPRAC et DPPH, bien que corrélés
négativement avec le rendement par plante. Une corrélation positive entre les composés
phénoliques totaux, les flavonoides totaux avec des activités antioxydantes est indiquée
que les composés phénoliques dont les flavonoides sont le principal composant de
l'activité antioxydante dans les génotypes de pois. L'analyse en composantes principales
(PCA) et l'analyse en grappes UPGMA regroupaient les génotypes ayant un
antioxydant puissant capacité et rendement ¢levé dans des grappes distinctes. Les
résultats aideront les sélectionneurs a combiner les deux et des traits d'activité
antioxydante élevée dans un seul génotype, contribuant ainsi a atteindre I'objectif a long

terme d'assurer la sécurité nutritionnelle des consommateurs.
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Résumé

Dans cette ¢tude, une comparaison des métabolites chimiques et du phénotype externe d'un
groupe de 22 especes de pois Ce travail a été réalisé par un groupe de chercheurs (Jyoti Devia,
, Satish K. Sanwala,b, Tanmay Kumar Koleya,c, Gyan P. Mishraa,d, P. Karmakara,
P.M. Singha, B. Singha , 2019) Cet travail a ét¢ publi¢ dans Scientia Horticulturae en 2019

la relation entre les différents génotypes de pois appartenant a différents groupes a été étudiée.
les différents types de pois ont été pris en compte en termes de couleur du tégument et de forme
des graines, ainsi que les phénols totaux et leur teneur totale en flavoides, y compris les activités
antagonistes. Pour l'oxydation. En outre, un certain nombre de mesures antioxydantes, y
compris CUPRAC, ont été comparées. FRAP. DPPH. TEAC Pour les antioxydants relatifs
potentiels dans différents génotypes de pois. Les génotypes de couleur graine violette et foncée
- qui ont respectivement les teneurs phénoliques totales et flavonoides totales les plus élevées,
ainsi qu'un potentiel d'antioxydants puissants, ont été trouvés par rapport aux génotypes, et une
faible productivité des gousses a été enregistrée dans ces deux génotypes. Principalement en

raison du faible poids des cosses de pois

Au niveau génétique, il a été constaté que la teneur totale en phénolates était significativement

li¢e au TEAC UPRAC DPPH.

L'association positive entre les phénols totaux et les antioxydants totaux avec des activités
antioxydantes a indiqué que les phénols, y compris les composés flavonoides, sont le composant

principal de toutes les activités antioxydantes en relation avec les systémes génétiques du pois.

La puissante capacité antioxydante permet de combiner des caracteres de haute activité avec un
seul génotype, contribuant ainsi a atteindre l'objectif a long terme d'assurer la sécurité

alimentaire des consommateurs.

Mots clés : Pisum sativum L. — métabolites secondaires — Anti-oxydons
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Abstract

Food legumes cater the basic nutritional requirement of humans by providing the
protein, carbohydrate, minerals, and vitamins, along with several secondary metabolites
having antioxidant activities. In this investigation, diverse pea genotypes belonging to
different maturity groups, flower color, seed-coat color, and seed shapes were assessed
for their total phenolic and total flavonoids contents including antioxidant activities. In
addition, these were also evaluated for various horticultural traits. A number of in vitro
antioxidant assays including CUPRAC, FRAP, DPPH, and TEAC were compared for
their relative antioxidants potential in different pea genotypes. The purple-flowered and
dark seed-coat colored genotypes, EC-9485 and VRP-233 were found having highest
total phenolic (128 and 104 mg GAE/100 g fw) and total flavonoids contents (45.8 and
36.8 mg CE/100 g fw) respectively, along with strong antioxidant potential, when
compared to white-flowered and light seed-coat colored genotypes. However, pod-yield
in these two genotypes was recorded low (22.7 g/plant and 69.2 g/plant) attributed
mainly due to their lowest pod-weight (2.5 g/pod and 3.4 g/pod), respectively. At
genotypic level, total phenolic content was found highly correlated with TEAC (rG
=0.987), CUPRAC (rG =0.979) and DPPH (rG =0.976) assays, while negatively
correlated with yield per plant (rG=-0.305). Furthermore, positive correlation between
total phenolic, total flavonoids with antioxidant activities indicated that the phenolics
including flavonoids as the main component for antioxidant activity in pea genotypes.
Principal component analysis (PCA) and UPGMA cluster analysis grouped the
genotypes having a strong antioxidant capacity and high yield in distinct clusters. The
results will help the breeders to combine both high-yield and high-antioxidant activity
traits in a single genotype, thereby help in achieving the long-term goal of ensuring the

nutritional security of the consumers.

KEYS WORD: Pisum sativum L. - metabolites having antioxidant - Activities

antioxidants.
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Résumé

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique de 1’espéce Pisum Sativum L. de la famille Fabaceae
ainsi que I’évaluation de I’activité antioxydante, et les génotypes de couleur graine violette et foncée
qui ont respectivement les teneurs phénoliques totales et flavonoides totales les plus élevées, ainsi
qu'un potentiel d'antioxydants puissants, ont été trouvés par rapport aux génotypes, et une faible
productivité des gousses a été enregistrée dans ces deux génotypes. Principalement en raison du faible
poids des cosses de pois

Au niveau génétique, il a été constaté que la teneur totale en phénolates était significativement liée
au TEAC UPRAC DPPH.

L'association positive entre les phénols totaux et les antioxydants totaux avec des activités
antioxydantes a indiqué que les phénols, y compris les composés flavonoides, sont le composant
principal de toutes les activités antioxydantes en relation avec les systémes génétiques du pois.

La puissante capacité antioxydante permet de combiner des caractéres de haute activité avec un seul
génotype, contribuant ainsi a atteindre I'objectif a long terme d'assurer la sécurité alimentaire des

consommateurs.
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