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Résumé:

Dans ce travail, on a étudié les caractéristiques biochimiques et I'effet des
mécanismes d'action antioxydant chez le triticale et I'orge induits par le stress
hydrique. Les parametres mesurés ont été realise au sein de faculté des sciences
de la nature et de la vie. Université Mentouri Constantine 1.

Les dosages sont: La glycine bétaine, le malonedialdéhyde (MDA), le
peroxyde d'hydrogene (H,0,), les protéines, les polyphénols et les flavonoides.
Les résultats de cette étude révelent un niveau élevé de variabilité pour les
principales concentrations mesurées. La variabilité a été évaluée grace a des
analyses statistiques. Les résultats obtenus montrent que le stress hydrique a
entrainé une production des especes réactives de 1’oxygene (ERO) ainsi que le
role important des métabolites secondaires dans la défense contre le stress
oxydatif causé par le stress hydrique. La concentration de la glycine bétaine,
MDA, et H,O, a été plus élevée dans le Triticale par les valeurs suivants
(0.0143 mg/ml, 0,521 nmol/ml et 6,92 mg/ml, respectivement) par contre les
polyphénols, les flavonoides et les proteines, on a enregistré des concentrations
plus élevé chez I’orge (9.86 mgEAG/g, 0.80 mgEQC/g et 0.159 mg/ml,
respectivement).

En conclusion, 1’étude a montré que les deux especes sont tolérantes et efficaces
contre les contraintes hydriques.

Mots-clés : stress hydrique, stress oxydatif, antioxydants, Triticale, Orge.



Abstract :

In this work, we studied the biochemical properties and the effect of the
antioxidant mechanisms of action caused by water stress in two types of cereal:
Tritacale and barley. Caused by water stress. This study was conducted at the
level of the Faculty of Nature and Life Sciences of the University of Montori
Constantine 1.

The elements identified and estimated are quantity: glycine betaine,
malonedialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H,O,), proteins, polyphenols
and flavonoids.

The results of this study reveal a high level of variation of measured main
concentrations. The variance was assessed through statistical analysis. Results
obtained show that water stress led to the production of reactive oxygen species
(ERO), as well as the important role of secondary metabolites in defending
against oxidative stress caused by water stress. Where the concentration of
glycine betaine, MDA, and H,0, was higher in Triticale through the following
values (0.0143 mg/ml, 0.521 nmol/ml and 6.92 mg/ml, respectively) unlike
polyphenols, flavonoids and proteins, higher concentrations were recorded in
barley (9.86 mgEAG/g, 0.80 mgEQC/g et 0.159 mg/ml, respectively).

In conclusion, the study showed that both species have an effective resistance
capability against water stress.

Keywords: water stress, oxidative stress, antioxidants, Triticale, Barley.
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Introduction

Les végetaux sont trés dépendants des facteurs climatiques. Les contraintes
environnementales abiotiqgues comme la sécheresse et la chaleur sont les
principaux déterminants limitant la croissance et le rendement des plantes a
travers le monde (Ceccarelli, 2010). En Algérie le climat est caractérisé par
I’irrégularité de la pluviosité et donc un impact accru des sécheresses. Ces
derniéres sont considérées comme les facteurs d’une perte partielle ou totale de
production, en particulier dans le cas des céréales. Cette diversité est une source
précieuse pour I'amélioration des cultures. Elle constitue une base fondamentale
pour étudier les processus d'adaptation et identifier les génes et les régions

genomiques impliquées dans les mecanismes de tolérance au stress.

Les céréales constituent une part importante des ressources alimentaires de
I’homme et de I’animal. Parmi ces céréales, 'orge (Hordeum vulgare) est I'une
des especes les plus largement cultivées dans le monde, et le triticale
(Triticosecale Wittmack).car elles contiennent plus de composés photochimiques
que précédemment considéres (Perez-Jimenez et al., 2005).

Stress hydrique, particulierement grave, affecte les indicateurs de croissance
végétative de la plante en stimulant la production des radicaux libres avec effet
oxydant des cellules de la plante. ( Lushchack et Semchyshy, 2012).

Différents travaux démontrent que le déficit hydrique perturbe grandement la
synthése des protéines au niveau des graines desséchées. Cependant, des
antioxydants ou des composés antioxydants phénoliques structurés sont
¢galement détectés dans ’orge et le triticale (Cavallero et al.,2004).

Face a un stress hydrique, différentes réponses sont mises en jeu par la plante
pour maintenir un état hydrique favorable et tolérer la déshydratation. Ces
réponses se situent a tous les niveaux (morphologique, physiologique,
métabolique et moléculaire). De ce fait, pour faire face a la contrainte hydrique,

la plante procédera par exemple au développement d'un systeme racinaire
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adapté, a la fermeture des stomates (Djebbar, 2012) ainsi qu'a un osmo-
ajustement par la synthése de solutés compatibles. (Delauney et Verma, 1993).
D'autre part, afin d'atténuer le stress oxydatif engendré par le stress hydrigue, il
y a une activation des systéemes antioxydants enzymatiques (Flexas et al., 2006),
ou encore l'intervention de systemes non enzymatiques tels que les composés
phénoliques.

L’objectif de notre travail est de comparer le comportement des deux especes
végétatives :le triticale, et I’orge sous stress oxydatif généré sous I’effet de stress
hydrique par 1’étude de quelques parametres biochimiques tel que le peroxyde
d’hydrogéne (H,O,), malonedialdéhyde (MDA), la glycine bétaine, les protéine
les polyphénols et les flavonoides. Cependant, la tolérance des plantes a la
contrainte hydrique est fortement corrélée a leur capacité de synthese des
antioxydants (Reddy et al.,2004).
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Chapitre 1 : études bibliographiques

| : Revues bibliographiques

1. L’orge (Hordeum vulgare L.)

L’orge (Hordeum vulgare L.) appartient a la famille des Poaceae et il est la
quatrieme culture céréaliere mondiale et égyptienne production apres les
cultures de mais, de blé et de riz. (Hafez et al., 2016).

L'orge est une plante annuelle de la classe des monocotylédones, qui appartient
a la famille des Poaceae et au genre Hordeum qui comprend 31 especes, mais
seule vulgare est couramment cultivée, Hordeum vulgare est une espéce
diploide (2n=14).Elle a été l'une des premiéres cultures domestiquées, il y a 10
000 ans dans le croissant fertile du moyen —orient (Baik et Ulrich,2008).
D’apprét (Soltner, 2005) on’ y distingue deux types selon la forme de leur épi:

% L’orge a 2 rangs ou ’orge distique: a un épi aplati Composé de 2 rangees
d’épillets fertiles, un sur chaque axe du rachis, entouré de 4 épillets
stériles. Dans ce type existent surtout des variétés de printemps.

% L’orge a 6 rangs ou orge hexastique : encore appelé exourgeon, a une
section rectangulaire, sur chaque axe du rachis les 3 épillets sont fertiles.

Dans ce type n’existent pratiquement que des variétés d’hivers.

1.1. L’histoire de I’orge

L’orge (Hordeum vulgare .L) fait partie de 1’alimentation humaine depuis
plusieurs milliers d’années, bien qu’elle soit relativement peu consommée dans
notre quotidien. Recueillie un peu partout a I'état sauvage, I'orge semble avoir
été cultivée d'abord dans le Turkestan, I'Ethiopie, le Tibet, le Népal et la Chine.
Des fouilles effectuées en Egypte, a 100 km du Caire, ont établi qu'on cultivait
cette céréale il y a plus de 5 000 ans. Les Hébreux attribuaient a cette céréale un
symbole de puissance et une valeur guerriére. On retrouve cette méme
connotation chez les Egyptiens, les gladiateurs romains et les Vikings. En
Amérique, les premiéres cultures remontent a Christophe Colomb qui, en 1493,

avait embarqué des grains au départ d'Europe (Jessica et al., 2017).
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L’orge cultivée est originaire de la région du Croissant fertile au Proche-
Orient. Elle est issue de 1’orge sauvage (Hordeum vulgaresubsp. spontaneum).
On collecta I’orge sauvage déja vers 48 000 av. J.-C. Au Proche-Orient on
trouve des vestiges d’orge sauvage et d’amidonnier sauvage (Triticum turgidum

subsp.dicoccoides) de la période vers 21 000 av. J.-C (Peer, 2013).
1.2. Origine

L’orge cultivée (Hordeum vulgare L) serait originaire de 1’Asie mineure, la
Transcaucasie, 1’Iran et les montagnes du Turkménistan ainsi que deux centres
dans lesquels elle s’est secondairement diversifiée (régions montagneuses de la
chine du centre et de I’ouest). Elle fut domestiquée entre 7000 et 6000 ans avant

Jésus-Christ, dans la région du « Croissant fertile », (Vavilov, 1951).

1.3. Description botanique

L'orge est une plante annuelle au cycle végétatif court, plantée au printemps,
et qui sera récoltée avant I'été, le grain est de forme elliptique et de couleur noir
ou pourpre. D’un point de vue morphologique le grain d’orge est un caryopse a
glumelles adhérentes chez les variétés cultivées. Les glumelles ou enveloppes ne
se séparent pas du grain lors du battage (Andrew .C et al., 2017).
La plante a une tige cylindrique et creuse, entrecoupée de nceuds 1a ou se
forment les feuilles sa hauteur varie de 30 al20 cm selon la variété et les
conditions de culture. L'épi, ou téte, est forme d'épillets attachés aux noeuds par
une structure dentelée nommé rachis. Chaque épillet est composé de deux
enveloppes contenant I'une une fleur male et I'autre une fleur femelle. Les nceuds
du rachis pouvant étre formés d'un seul épillet ou de trois, l'inflorescence
paraitra avoir deux ou six rangs de grains d'ou les noms d'orge a deux ou Six

rangs (Holloway et Jeffree, 2017).
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1.4. Classification

Tableau 1 : classification de I’orge Hurdeum Vulgare L. APG 111(2009)

Reégne Plantae

Clade Angiospermes
Clade Monocotylédones
Clade Commelinidées
Ordre Poales

Famille Poaceae
S/Famille Pooideae

Tribu Triticeae

S/Tribu Hordeinae

Genre Hordeum

Espéce Hurdeum Vulgare L.

2. Triticale (Triticosecale Wittmack)

Plante d'obtention relativement récente, le triticale est une céréale secondaire,
mais dont les surfaces cultivées augmentent regulierement. Il est cultivé surtout
dans I’Union européenne (ler producteur mondial), Cette plante offre I'avantage
de combiner les caractéristiques de productivité du blé et la rusticité du seigle.
Néanmoins, il a tendance a la germination sur pied en cas de precipitations
durant sa maturation et a 1’échaudage si cette période est trés chaude en raison
de son cycle de végeétation plus long. C’est la seule céréale crée par I’lhomme qui
est issue d'un croisement entre le blé (triticum) et le seigle (secale). Il posséde
une vigueur qui combine la haute teneur en protéines du blé et la richesse en

lysine du seigle, ( Benbelkacem, 1987).
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2.1. Historique

Les céréales occupent a 1’échelle mondiale une place primordiale dans le
systéeme agricole. Elles sont considérées comme une principale source de la
nutrition humaine et animale, selon le CIC, 2017 leur production arrive jusqu’a
2111 millions de tonnes. Parmi ces céréales, Le blé qui occupe la premiere place
pour la production mondiale. En Algérie, cette culture est le plus souvent
confrontée a différentes difficultés qui limitent la production. Les conditions
climatiques constituent un facteur limant pour le développement de la
production (Mokabli, 2002). L’hybridation interspécifique se révéle comme un
instrument trés utile pour I’amélioration des especes cultivées de la tribu des
Triticeae. Cette technique est tres utilisée pour la résistance aux stress abiotiques
(Oetler, 2005).Le triticale est une espéce artificielle développée et créée par
I’homme c’est le croisement du blé (Triticum spp.) et de seigle (Secale cereale
L.). Elle incorpore des alleles favorables provenant des deux espéces
progénitrices (blé et seigle), ce qui permet de s'adapter a des environnements
moins favorables pour le blé, tout en fournissant une meilleure biomasse. Le
premier triticale, infertile, a été développé en 1875 en Ecosse (Stace, 1987). Plus
tard, en 1888, Rimpau a croisé le blé et le seigle hexaploides pour développer le
premier hybride viable par le biais d'un croisement chromosomique spontané.
hybride viable par doublement spontané des chromosomes en Allemagne
(Mergoum et al., 2009).

2.2. Origine du triticale

Le triticale, qui résulte d’hybridations associant le blé et le seigle, est de
création recente. Dans les régions ou ces deux céreales étaient cultivées cote a
cote ou en melange (meteil), on a remarqué depuis longtemps 1’apparition de
rares plantes visiblement issues de la pollinisation accidentelle d’une espéce par
I’autre. Ces hybrides de premiere genération (FI) sont stériles. C’est dans la

deuxiéme moitié du XIXe siecle que biologistes et sélectionneurs commencent a
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croiser blé tendre et seigle. La premiére publication décrivant la réussite
expérimentale de cette hybridation date del876. Elle est due au botaniste
écossais Wilson qui ne fait état d’aucun objectif agronomique et explicite
simplement son souci de comprendre les mécanismes de la stérilité des Fl
(Wilson,1876). Yvonne et Andre Cauderon : Directeurs de recherches
(honoraires) a I'INRA - Membres de I'’Académie d'agriculture, 18, rue de
Bellechasse, 75007 Paris. Il faudra 12 ans pour qu’un allemand, Wilhelm
Rimpau, réussisse a créer la premiere variété fertile de triticale. Ce n’est
qu’apres la seconde guerre mondiale, que la culture de triticale se développe. Le
nom de triticale provient de la combinaison des noms scientifiques des deux
parents : Tricitum (blé) et Secale (seigle) (semencemag.fr. D0667 - 2008 -
PLDB 5019.) Cependant le nom sur lequel la majorité des auteurs se sont mis
d'accord (BERNARD, 1992 ; CAUDERON, 1981 ; BONJEAN ,1992) est
celui qui souligne la double origine de cet hybride qui combine les noms latins
de genre du blé (Triticum) et du seigle (Secale).

Ainsi de (Bléxseigle) on a obtenu Triticosecale Wittmark comme nom
scientifique et comme nom commun ils ont garde triticale avec triti de Triticum

et Cale de secale.

BLE SEIGLE TRITICALE

Figure 1 : Création de Triticale (Hammouda, 2013).

5



Chapitre 1 : études bibliographiques

2.3. Génétique de triticale

Le triticale est une céréale amphiploide avec plusieurs compositions
génomiques selon le type de blé parent impliqué dans I'hybridation Le triticale
peut avoir des niveaux de ploidie allant de tétraploide (2n = 14 = AARR);
(McGoverin et al., 2011) a I'octoploide (2n = 56 = AABBDDRR); Bien que le
triticale octoploide ait été développé en premier et étudié en profondeur, il n'était
pas aussi adapté et productif que le triticale hexaploide (Oettler, 2005). Le type
de triticale le plus couramment cultivé est I'nexaploide (2n = 42 = AABBRR),
qui présente une meilleure adaptation et stabilité génomique que le triticale

octoploide.
2.4. Classifications du triticale
Classification APG 111 (2009)

Tableau 2 : classification de triticale (Triticosecale Wittmack)

Regne Plantae

Clade Angiospermes
Clade Monocotylédones
Clade Commelinidées
Ordre Poales

Famille Poaceae
S/Famille Pooideae

Tribu Triticeae

Genre Triticosecale

Espéce Triticosecale Wittmack
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I1. Le stress hydrique et stress oxydatif

1. Notion de stress

Selon Levitt (1980), le terme stress désigne un facteur de 1’environnement
induisant une contrainte potentiellement néfaste sur un organisme vivant.

D’aprés Dutuit et al., (1994), le stress est le dysfonctionnement (rupture d’un
équilibre fonctionnel) produit dans un organisme ou dans un systeme vivant, par
exemple par une carence. Le stress est donc, un ensemble de conditions qui
provoguent des changements de processus physiologiques résultant
éventuellement de dégats, dommages, blessures, inhibition de croissance ou de
développement.

On appelle stress toute pression dominante exercée par un parametre,
perturbant le fonctionnement habituel de la plante. En revanche, la réponse du
veégétal dépend, entre autres, de ces parametres environnementaux, tels que : le
type de contrainte, son intensité, sa durée et caractéristiques géneétiques : espece
et génotype (Hopkins, 2003).

2. Catégories de stress et conségquences
La plante et la plupart de ses cellules sont directement exposees aux
changements des conditions environnementales qui peuvent étre de deux natures
distinctes:

2.1. Le Stress biotique : Ce terme represente la totalité des parametres
physico-chimiques ou biologiques qui découlent de 1’existence de I’action
des étres vivants. Les facteurs biotiques caractérisent donc 1’ensemble des
influences qu’exercent les étres vivants entre eux et sur leur milieu
(Ramade, 2003).

2.2. Le stress abiotique: Il est dd principalement a des facteurs
environnementaux comme la sécheresse, les températures extrémes, exces

d’cau et la salinité (Hopkins, 2003).
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3. Les contraintes abiotiques et leurs effets sur la plante
En milieu variable la plante et le plus soumise a une série de contraintes de
nature abiotique qui réduisent sa capacité de reproduction (Djakoun et Ykhlef,
1996). Les plus importante de ces contraintes, suite aux roles majeur qu’elles
jouent dans les fonctions essentielles de la plante, sont la variation de
précipitation, de la température de I’humidité du sol, de I’air ambiant, et de la
salinité., Certains stades végeétatifs sont particulierement sensibles a ces
contraintes abiotiques, donc les stress se traduisent chez les plantes par des
changements morphologiques, physiologique, et moléculaire qui affectent leur
productivité (Wangxia et al., 2003).
4. Le stress hydrique
Parmi les nombreux parametres environnementaux, la sécheresse est le
facteur abiotique qui limite le plus les rendements des cultures (Germ et al.,
2016). Les plantes réagissent principalement de trois maniéres différentes au
stress hydrique :
% en évitant les périodes ou I’eau vient a manquer.
 en maintenant élevé le potentiel hydrique par différents mécanismes de
protection.
% en maintenant 1’activit¢é métabolique lors des périodes de stress

hydrique (Germ et al., 2016).
4.1. Définition du stress hydrique

Le stress hydrique a été définit comme une baisse de la disponibilité de I'eau,
traduisant par une réduction de la croissance de la plante et/ou de sa
reproduction par rapport au potentiel du génotype. La contrainte hydrique est le
facteur ou I'ensemble de facteurs ayant pour conséquence le stress. D'autres
auteurs limitent la définition du stress aux seules conditions correspondant a une

hydratation suboptimale des tissus (Lamaze et al., 1994).
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La sécheresse est un stress environnemental majeur pour les plantes et affecte
négativement la croissance et la reproduction. La sécheresse causent des pertes
de rendement dans les systemes de culture (van Asten et al., 2011) et ont un
impact négatif sur la productivité des communautés végétales naturelles. Le
déficit hydrique est une contrainte permanente de la production agricole dans de
nombreux pays au climat de type méditerranéen. Elle est a I'origine des pertes de
production agricole dans de nombreuses régions. Les risques du manque d’eau
sont et deviendront de plus en plus fréquents et persistants, a l'avenir, par suite
des changements climatiques causes par I'effet de serre (Witcombe et al., 2009).
Solon Passioura,(2004) définit le déficit hydrique comme étant les
circonstances dans lesquelles les plantes accusent une réduction de croissance et
de production suite a une alimentation hydrique insuffisante .Le stress hydrique
peut se définir comme le rapport entre la quantité d'eau nécessaire a la
croissance de la plante et la quantité d'eau disponible dans son environnement,
sachant que la réserve d'eau utile pour la plante est la quantité d'eau du sol

accessible par son systeme racinaire.

4.2. Les consequences du stress hydrique

Le stress hydrique a été définit comme une baisse ou un excés de la
disponibilité de I'eau, traduisant par une réduction de la croissance de la plante
et/ou de sa reproduction par rapport au potentiel du génotype. La contrainte
hydrique est le facteur ou I'ensemble de facteurs ayant pour conséquence le
stress. D'autres auteurs limitent la définition du stress aux seules conditions
correspondant a une hydratation suboptimale des tissus (Lamaze et al., 1994).
Le manque d’eau ou déficit hydrique représente le stress abiotique le plus sévere
qui engendre des effets physiques, chimiques et physiologiques du stress
hydrique dépendent du degré et du temps des conditions de secheresse en
relation avec le stade de développement de la plante (Hamon, 2007).

En absence d’humidité suffisante, la graine méme si elle est correctement
placé dans le sol, elle n’évolue pas, retardant ainsi, la levée de la culture et en

9
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cas de persistance de sécheresse la situation peut se traduit par une absence de
levée (Feliachi et al., 2001).

4.3. Effet du stress hydrique sur les plantes

La secheresse affecte le potentiel hydrique des plantes, la diminution de ce
dernier perturbe les fonctions de la plante, modifiant les caractéres anatomiques,
morpho-physiologiques et biochimiques des plantes. Le degré de sensibilité vis-
a-vis de ce déficit hydrique, dépend du stade phénologique de la plante, de
I'intensité et de la durée de ce stress. Le stress de déficit hydrique ainsi engendre
est multidimensionnel et affecte les plantes a différents niveaux de leur
organisation, allant des différents compartiments des cellules jusqu'a la plante
entiere. La diminution de la croissance sous stress de sécheresse a été tres
étudiée chez certaines plantes a grand intérét économique, a savoir le riz, le mais
et le blé (Vurukonda et al., 2016). De plus, le stress di a la secheresse affecte
la biodisponibilité et le transport, par l'eau, des nutriments du sol jusqu'aux
racines. Le déficit hydrigue réduit la taille des feuilles et des tiges, (Benaceur et
al., 2001). Il provoque aussi leur enroulement qui réduit la transpiration mais
aussi I’activité photosynthétique d’ou chute du rendement (Bensalem et al.,
1991). Comme il réduit le nombre des racines principales, leur volume et leur
poids sec, Le stress hydrique affecte le métabolisme des composés organiques et
provoque une accumulation des sucres et autres composés organiques, (Zhang
et al., 1999). Toute période de sécheresse se traduit par une forte déshydratation
des cellules (Deraissac, 1992) et parfois un arrét de I’activité métabolique
(Nemmar ,1983).

4.4, Mécanisme de résistance a la sécheresse

La survie de la plante dans des conditions de stress depend de sa capacité a
percevoir le stress, générer et transmettre le signal aux différentes parties de la
plante et a initier un ensemble de modifications physiologiques et chimiques

(Ahmadizadeh et al., 2011). La resistance a la sécheresse est liée a la capacité

10
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d’une variété a développer un nombre élevé de mécanismes d’adaptation et non
pas a la présence d’un mécanisme donné. Mentionne qu’elle est la résultante de
nombreuses modifications phénologiques, morphologiques, physiologiques et
biochimiques, reflétant différents types d’adaptation (esquive, évitement, et
tolérance). D’apres Passioura (2004), La tolérance est la stratégie qui permet a
la plante d’assurer ses fonctions physiologiques malgré une dégradation de son
¢tat hydrique. Le maintien de la turgescence lors d’un déficit hydrique permet de
retarder la fermeture des stomates, de maintenir le volume chloroplastique et de
réduire le flétrissement foliaire. Cette aptitude confére a la plante une meilleure
tolérance au deficit hydrique interne. Cette tolérance au déficit hydrique interne
permet un fonctionnement prolongé de la photosynthese. Les produits carbones
peuvent alors étre utilisés autant pour 1’ajustement osmotique que la croissance
racinaire. La tolérance a la sécheresse est le résultat de mécanismes
physiologiques, biochimiques et moléculaires complexes. L’expression de
differents genes et l'accumulation de divers osmolytes tels que la proline, les
sucres solubles (I’ajustement osmotique) couplés a un systéme antioxydant
efficace sont souvent les principaux meécanismes de tolérance au deficit
hydrique. Plusieurs de ces mécanismes ont été caractérisés chez différentes
plantes (Kiani, 2007). La tolérance exige que l’organisme soit en équilibre
thermodynamique avec le stress, ce qui signifie que les conditions qui régnent
dans la plante sont en équilibre avec les conditions de I’environnement externe.
La tolérance a la sécheresse implique que I’organisme survive a une dessiccation
qui n’endommage pas sont protoplasme et qu’il conserve la capacité de
reprendre une croissance normale lorsque le protoplasme sera réhydrate.
(Temagoult., 2009).

11
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Figure2: Effets morphologiques, physiologiques, moléculaires et les
différentes réponses de la plantes soumise a un stress hydrique.

4.5. Mécanisme d’adaptation biochimique en condition du
stress hydrique

4.5.1. Role du potentiel osmotique (Osmoprotection)

L’ajustement osmotique chez les plantes supérieures se référe au maintien de
la turgescence par abaissement du potentiel osmotique via I’accumulation de
solutés en réponse au deficit hydrique (Guei et Wassom, 1993). Lorsque le
potentiel hydrique foliaire décroit, le potentiel de turgescence, la conductance

stomatique et I’activité photosynthétique sont maintenus grace a 1’accumulation
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intracellulaire des solutés. L’ajustement osmotique intervient aussi dans le
retardement de la sénescence foliaire et dans I’amélioration de I’extraction de
I’eau par les racines (Turner et al., 2001).L’ajustement osmotique se produit
via I’absorption et la synthése de différents Osmoprotecteurs par la plante.

Le potentiel osmotique peut &tre maintenir pour un stress hydrique faible ou
moyenne Intensité, par ajustement osmotique. Les sucres peuvent servir de
composés solubles compatibles pour cet ajustement osmotique, comme de
nombreuses autres molécules (glycine bétaine). D’aprés Bensari et al.,
(1990).Lorsque contrainte hydrique cesse, la feuille reconstitue les réserves
d’amidon et si une nouvelle contrainte hydrique intervient .le temps d’adaptation
est plus courte.

4.5.1.1. La glycine-bétaine

La glycine-bétaine (N, N, N-triméthylglycine) est un composé amphotere,
électriquement neutre a différents pH physiologiques,extrémement hydrosoluble
mais contient toutefois une moitié non polaire représentée par les trois
groupements méthyl. Ses propriétes moléculaires lui permettent d’interagir avec
les domaines hydrophiles et hydrophobes des macromolécules comme les
enzymes et les complexes protéiques (Sakamoto et Murata, 2002). En condition
de stress, la glycine-bétaine est considérée comme 1’osmoprotecteur le plus
efficace, capable d’améliorer la disponibilité en eau (Gabbay-Azaria et al.,
1998) et de protéger les enzymes de croissance et de photosynthese (Sakamoto
et Murata, 2002). La glycine-bétaine protege aussi les membranes du froid, des
hautes températures et du sel et prévient la dissociation des polypeptides
extrinséques du photosysteme 11 (PSII) en présence de hautes concentrations de
sel (Murata et al., 1992).

13
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5. Le stress oxydatif

5.1. Définition du stress oxydatif
Le stress oxydatif (ou stress oxydant ) est un type d’agression des constituants

de la cellule di aux espéces réactives oxygénées et aux especes réactive azotées
oxydantes qui vont s’attaquer aux membranes cellulaires , aux protéines et a
I’ADN (Peltier et al., 2004) .Un stress oxydatif peut étre induit par le stress
abiotique (cas d’un stress salin ou d’un stress hydrique) , (Deng et al., 2012) ou
par des stress biotiques (Gratao et al., 2005).

Il résulte d’un déséquilibre entre la production d'especes actives de 1’oxygene

EOA et les défenses antioxydantes.
A faible concentration, les EAO interviennent comme des promoteurs de la
croissance et de développement de la plante. A forte dose, ils causent la
sénescence et la mort cellulaire (Deng et al., 2012). L’intensité du stress est
déterminée par le taux des EOA se trouvant au niveau cellulaire (efficacité du
systeme antioxydant). Il a été démontré que les balances entre la production et la
détoxication des radicaux libres oxygenés dépendent du degré de tolérance des
génotypes aux stress abiotique (Liu et Zhang, 2004). Cette derniére peut étre
rompue pour diverses raisons en faveur du systéeme pro-oxydant, et est alors a
I’origine d’un stress oxydant (Favier, 2003).

Il semble que la vraie origine d’un stress oxydant ne soit pas la génération
d’ERO elle-méme, mais le déséquilibre spatiotemporel entre la production
d’ERO et leur élimination (Morel, 2007).

5.2. Classification des marqueurs du stress oxydatif

La mise en évidence du phénomeéne de stress oxydant cellulaire constitue un
defi pour le scientifique dans la mesure ou les ERO sont des especes a tres
courte durée de vie. Le marqueur “‘idéal’’ la fois sensible (montrer une variation
a chaque période de stress reproductible (Powers et Jackson, 2008).

Aucun des marqueurs ne possede toutes ces caractéristiques, C’est pourquoi

les scientifiques utilisent freguemment une combinaison de margueurs.
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A Dinstar d’une recherche d’agent pathogeéne, on peut faire une premicre
dichotomie entre les marqueurs directs, autrement dit les ERO, et les marqueurs
indirects, révélant une trace de leur passage. Les marqueurs indirects sont

représentés soit par les produits d’oxydation des ERO, soit par la réserve

d’antioxydants de la cellule (Powers et Jackson, 2008) (Tableau 3).

Tableau 3: Classification des principaux marqueurs de stress oxydant

(Powers and Jackson, 2008)

Marqueurs directs

Marqueurs indirects :
produits d’oxydation

Marqueurs indirects :
antioxydants

«02 eLipoperoxydation: *Ascorbate (vit C)
*HO° Fluidité membranaire - Tocophénol (vit E)
*H,0, (par RPE + sonde), *SOD, GPX, CAT
*NO3 MDA, soprostanes, PON1
Alcanes expires. +Capacité  antioxydant
*Oxydation de ’ADN : | totale
80H-dG

*Oxydation des
protéines : carbonyles
protéiques
*Modification du
statusrédox: rapport
GSH/GSSG

5.3. Définition des espéces réactives de I’oxygene

Les espéces réactives de 1’oxygéne (ERO ou ROS) sont des dérivés de
I’oxygene ou certains €lectrons se trouvent dans un €tat énergétique excité et tres
réactionnel. Elles représentent la plus importante classe d’espeéces réactives
générées dans les organismes vivants et la cause majeure du stress oxydatif dans
ces derniers (Valko et al., 2007).
Ce sont soit des especes actives radicalaires de 1’oxygene tels que le radical
superoxyde (O2¢), le radical hydroxyle (OHe), les peroxyles (ROOe¢) ou les
alkoxyles (RO¢), soit des espéces actives non radicalaires de 1’oxygene, comme

I’oxygéne singulet (10,), le peroxyde d’hydrogéne (H,0O;) ou I’ozone (O3). Les
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premiéres dérivent de 1’oxygéne par des réductions monoélectroniques, alors
que les dernieéres dérivent de 1’oxygeéne et peuvent étre des précurseurs de
radicaux (Krieger-Liszkay, 2005).

5.3.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un
électron non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron. Il peut soit arracher un
électron (se comportant comme un oxydant), soit en céder un (agissant alors
comme un réducteur). Cette premiere réaction conduit généralement a la
formation en chaine de nouveaux radicaux.

La présence d’un électron célibataire confére aux radicaux libres une grande
réactivité et ils peuvent étre aussi bien des especes oxydantes que réductrices.
Cette instabilité rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents

milieux biologiques (Bonnefont- Rousselot et al., 2003) (Tableau 4).

Tableau 4 : Espéces réactives de I’oxygene radicalaire et non radicalaire
(Halliwell, 2006).

ERO (radicalaire) Formule chimique

Oxygene moléculaire O,
Dioxygene singulet 'O,
Anion superoxyde Oy
Radical hydroxyle ~OH
Radical hydroperoxyde HOO*®
Radical peroxyle ROO*°
Radical alkoxyle RO”
Radical oxyde nitrique NO*®
Peroxinitrite ONOO*®

ERO (non radicalaires) Formule chimique
Hydroperoxyde ROOH
Hypochlorite CIOH
Ozone O3
Peroxyde d’hydrogeéne H->0,
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» Les sources des radicaux libres

Les principales espéces réactives oxydantes sont dérivées de 1’oxygeéne et de
I’azote, et peuvent €tre produites par le métabolisme cellulaire normal tout
comme pathologique ou par exposition environnementale (ex: tabagisme, ozone,
température, corporelle...) (Bloomer, 2008).

e Source de production endogéne : NADPH oxydase et xanthine oxydase
sont les principales sources endogénes (Ouahrani et al., 2016).

e Chaine mitochondrial de transport d’électron : Nécessite 1’utilisation
de 4 complexes, I’oxygene est converti par le superoxyde dismutase dans
la matrice mitochondriale en H,O,, ce dernier est réduit en H,O et O, le
H,0, réagit avec les métaux pour former le radical hydroxyle °OH (Kevin
et al., 2005).

e Xanthine oxydase : C’est une enzyme impliqué dans le métabolisme des
purines est la principal source de stress oxydant (Wulf, 2002), cette forme
est générée par la modification post traductionnelle de la XDH. Elle est
incapable d'utiliser le NAD+ comme accepteur d’électrons, elle nécessite
I’utilisation de 1’oxygene moléculaire comme accepteur d’électrons,
produisant ainsi 1’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (khiter,
2019). La XO catalyse aussi la réduction du nitrate en nitrite et NOe
(Terpolilli et al., 2012).

e Les sources exogenes : tel que le tabagisme, les radiations UV, les
médicaments, les réactifs chimiques, les solvants industriels et la pollution
(Paster, 2005).

5.3.2. La formation des espéces réactives de I’oxygeéne

Le métabolisme chez les végétaux produits a 1’état physiologique plusieurs
variétés d’ERO. Dans le cas d’un stress oxydatif, tous les ERO ne sont pas
extrémement réactifs, cette réactivité étant tres variable selon la nature du
radical. Parmi les radicaux formés chez les végétaux on distingue (Smirnoff,
2005) (Figure3).
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v Anion superoxyde (O,).
v' Peroxyde d’hydrogéne (H, O, )
v Radical hydroxyle (HO)

Agent stressant

O, (anion superoxyde)

'O
(oxygéene singulet)
H,0,

(peroxyde d'hydrogéne)

ONQO-
(peroxynitnte)

OH
(radical hydroxyle)

Figure 3: Schéma modifié de ’origine des différents radicaux libres
oxygenes et ERO (Amara, 2007).

5.3.2.1. Anion superoxyde (O,) :
La source principale de la production de I’anion superoxyde est la chaine
respiratoire mitochondriale. Il résulte de I’addition d’un électron a 1’oxygene

moléculaire qui est catalysée par le cytochrome oxydase réaction (1).
O, +e- — O - (1)

5.3.2.2. Peroxyde d’hydrogéne (H,O,) :
Le peroxyde d’hydrogéne H,0,, également appelée dioxyde de dihydrogéne
ou eau oxygeénée est tres soluble dans 1’eau, pénetre facilement les membranes

biologiques, et peut provoquer la dégradation des protéines, la libération de Fe**
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I’oxydation de I’ADN, de lipides, ou encore de thiols, mais également
I’inactivation d’enzymes. Sa capacité a traverser les membranes biologiques et a
diffuser loin de son lieu de synthese, fait du peroxyde d’hydrogéne une des
composantes utilisée par les cellules dans la signalisation intra et /ou
intercellulaire. En effet, en faible concentration, il ne présente pas de toxicité
pour la cellule. Cependant, en forte concentration, il induit une cytotoxicité par
le biais des ROS qu’il génére. En se décomposant en anions hydroxyles et en
radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton en présence de sels métalliques
(Fe” et Cu), il devient toxique. La combinaison de I’anion superoxyde avec
deux protons (H") conduit a la formation du peroxyde d’hydrogéne (H,0,).

Le H,O, n’est pas un radical libre mais une molécule avec tous ses électrons
appariés qui présente une toxicit¢ par I’intermédiaire des réactions de type
Fenton (réaction 3) (présence de cations métalliques comme Fe®* ou Cu®)
(Wardman et Candeias, 1996).

20, + 2H" oy H,0; + O, (2)
Fe?* + HyO, ey Fe?* +OH +°0H  (3)
5.3.2.3. Radical hydroxyle (°OH)

Le radical hydroxyle (°OH) est trés réactif, il se forme soit par la dégradation
du peroxyde d’hydrogéne en présence de métaux de transition sous leur forme
réduite (réaction 3), ou par son action avec le radical superoxide selon la

réaction de Haber Weiss (réaction 4).
HO-OH + O° =y 02 + OH + °OH 4)

5.3.3. Sources des espéces réactives de I’oxygene (ROS) dans la

cellule végétale
Chez les plantes, il existe plusieurs sources cellulaires d’especes réactives de

I’oxygéne localisées a divers endroits de la cellule, et qui sont produites de fagon
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permanente durant le métabolisme normale et durant les périodes de stress. Ces

sources incluent:

Les chaines de transport d’électrons (CTE) des chloroplastes.
*Les chaines de transport d’électrons (CTE) des mitochondries.
«La photorespiration dans les peroxysomes.

+Les molécules photosensibilatrices comme la chlorophylle.

Tableau 5 : Origine et localisation des ERO (Smirnoff ; 2005)

Origine Localisation ERO
Photosynthese. PSI ou PSII Chloroplaste 0,°
Respiration (transport d’électrons) Mitochondrie 0;°
Glycolate oxydase Peroxysome H,0,
Chlorophylles excitées chloroplaste 0;°
NADPH oxydase Membrane cellulaire 0,°
B-oxydation des acides gras Peroxysome H,O,
Oxalate oxydase Apoplaste H>O»
Xanthine oxydase Peroxysome 0O,°
Peroxydases. Mo~ et NADH Membrane cellulaire H,O,
Amine oxvdase Apoplaste H>O,, O°

5.4. Conséguence du stress oxydatif dans la plante

Aux cours du stress oxydant, les ERO sont des molécules trés réactives et
certaines d’entre elles, telles que le H,O, , Qui peuvent méme diffuser a travers
les membranes (Bérubé et al., 2000). Alors, les ERO peuvent causer de graves
dommages a des composantes importantes de la cellule. Les cibles des ERO sont
principalement les protéines, les lipides membranaires ainsi que L’ADN (Perez
et al., 2000). La production excessive de radicaux libres provoque des lésions
directes de molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des

lipides, des glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au caractére
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cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation
des lipides (Favier, 2003).

5.4.1. La peroxydation lipidique (LPO)

La peroxydation des lipides est considérée comme le processus le plus
dommageable qui se produit chez tous les organismes vivants. L altération de la
membrane est I’inducteur du niveau de destruction des lipides sous différentes
contraintes. Les produits de la peroxydation lipidique (LPO) sont formés a partir
des acides gras polyinsaturés. Parmi ces produits il y a le MDA, le 4-Hydroxy-2-
nonenal (HNE) et d’autres qui leurs dérivent (Moller et al., 2007). La LPO a
lieu au niveau des membranes cellulaires et des organites lorsque le niveau des
ROS dépasse un certain seuil, ce qui affecte non seulement le fonctionnement
cellulaire normal, mais aggrave aussi le stress oxydatif par la production de
radicaux derivés de lipides (Yadav et al., 2010). La LPO a des conséquences

multiples sur les cellules des plantes .Elle provoque:

v Des dommages aux protéines membranaires.

v" Une diminution de la fluidité de membrane.

v" Une augmentation de la charge négative de la surface permettant
aux phospholipides les échanges entre les deux moities de la
bicouche lipidigue.

L’ensemble du processus de LPO comporte trois ¢tapes distinctes
I’initiation, la propagation et la terminaison (Fam et Morrow, 2003).

5.4.2. Marqueurs de la lipoperoxydation

Le dosage du malondialdéhyde (MDA), ou des substances réagissant a I’acide
thiobarbituriques (TBARS) est utilisé depuis les années cinquante pour estimer
la péroxydation des lipides dans les membranes et les systemes biologiques
(Roussselot et al.,2003). Le MDA est formé a partir d’une auto-oxydation et
d’une dégradation enzymatique des acides gras polyinsaturés dans les cellules,

lors d’un stress oxydatif. Le dosage permet donc de mettre en évidence les stress
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environnementaux pouvant induire une variation de ce niveau d’oxydation des
lipides.

5.4.3. Oxydation des protéines

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des
chaines de protéines, altérant également leur fonction. Les protéines les plus
touchées sont celles comportant un groupement sulphydryle (-SH), comme c’est
le cas pour de nombreuses enzymes et protéines de transport (Stadtman et
Levine,2000). Ces réactions fréguemment influencées par les cations

métalliques comme le Cu2* et le Fe2* , peuvent provoquer:

v’ des cassures au niveau des liaisons peptidiques en modifiant la chaine
protéique.
v des modifications des peptides par I’addition de produits issus de la
peroxydation lipidique (tels que le MDA et le HNE)
v" des insertions des radicaux libres directement sur les groupements d’acide
aminés des protéines (Shringarpure et Davies, 2002).
L’oxydation des protéines dans la plupart du temps est irréversible sauf lorsqu’il
s’agit des acides aminés contenant du soufre (Ghezzi et bonetto, 2003).

6. La relation entre stress hydrique (environnemental) et stress
oxydatif

Solon Abdellaoui et al., (2016) Une conséquence du stress hydrique est
I’apparition d’un stress oxydatif qui se définit comme le résultat d’un
déséquilibre entre la balance des especes réactives d’oxygenes (ERO) et les
systémes de défense (antioxydants), avec comme conséquence, 1’apparition de
déegats souvent irréversibles pour la cellule. Un des mécanismes de défense est le
développement d’un systeme de défense antioxydant, qui inclut les enzymes
antioxydants dont le superoxyde-dismutase (SOD), la catalase (CAT), le gaiacol
peroxydase (GPX), I’ascorbate peroxydase, etc. L’autre systéme antioxydant

non enzymatique inclue le glutathion, I’a-tocophérol, la vitamine C, les
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caroténoides et les composés phénoliques. L’effet dépressif sur la photosynthese
résulte d’une baisse de la conductance stomatique, d’une altération de I’appareil
photosynthétique et/ou d’une diminution de la surface foliaire et une diminution
de la concentration interne en CO, de la feuille et une réduction de la
photosynthése (Bennaceur et al., 1999). Lors d’un stress salin ou hydrique,
I’inhibition de la photosynthese, et plus précisément la fuite d’¢électrons due la
diminution de la fixation du CO,, entraine une forte accumulation d’espéces
réactives de ’oxygene(ERO), et les peroxydases (POD) qui sont des enzymes
jouant un réle important dans le métabolisme et la physiologie de la plante. Elles
sont présentes dans tous les tissus des végétaux et sont impliquées dans les
réponses des plantes aux infections et aux stress abiotiques (Benkaddour,
2014). Le stress hydrique conduit a un stress oxydatif par production des
especes oxygenes réactives particulierement le radical superoxyde et le

peroxyde d’hydrogéne (Zarrad et al.,2009).
7. Les antioxydants
7.1. Définition

Les molécules ou microconstituants capables d’interférer avec les radicaux
libres sont appelés antioxydants. Un bon antioxydant se devra de respecter
quelques critéeres (Valko et al., 2006).

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un
produit naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le
phénomene d’oxydation. Cette définition peut éEtre élargie et le terme
"antioxydant” englobe ainsi toutes les substances qui protegent les systemes
biologiques contre les effets déléteres potentiels des processus ou réactions qui
engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004). Les antioxydants sont des
substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les
radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la

cellule des concentrations non cytotoxiques des ERO (Vansant, 2004).
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Selon (Valko et al., 2006), un antioxydant devrait a la fois:

v
v

<

Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres.
Chélaterdes ions de métaux de transition (Fe2+, Cu+ d’importance
biologique capables de promouvoir la production de radicaux libres par la
réaction de Fenton.

Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les
régénérer.

Avoir un effet positif sur I’expression génique.

Etre rapidement absorbé.

Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et
les fluides biologiques.

Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

Les antioxydants

T

Les antioxydants Les antioxydants
endogeénes exogenes

Sont fabriqués par Obtenue a partir de
I'organisme elle-méme I'alimentation

Enzymatique Non 1-vitamine C,
Enzymatique K, E
1-catalase
. 1-acide alpha- 2-
2-glutathion lipoique oligoelements
réductases
Fe, Zn, Cu
3-superoxyde ‘
Dismutase 3-polyphenol

Figure 4 : Les différents types des antioxydants (Bartosz G, 2003).
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7.2. Les systemes antioxydants

La plante a développé un systtme de défenses antioxydantes (de type
enzymatiques et non enzymatiques) (Figure 5) afin d’assurer la détoxication et
la fixation des EOA (Joseph et Jini, 2011).

Ce systeme est active par les fortes concentrations de ces radicaux oxygénés au

niveau cellulaire (Ahmadizadeh et al., 2011).

| I Abiotic stresses I |

Antioxidant defense system in plants

(]
) "’..A \. f : N “,' ~
. \ \

ﬂ Genetic transformation

[l Stress tolerant plants

Figure 5 : Systéme de défense antioxydant : les composants enzymatiques et
non enzymatiques (Joseph et Jini, 2011).

Il existe un tres grand nombre de molécules anti oxydantes. Elles peuvent étre

biologiques (endogenes) ou bien apportées par I’alimentation (exogéne).
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7.2.1. Systemes antioxydants endogéne (enzymatiques)

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les
mammiferes ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GSH-Px) (Sharma et al., 2012).

-Le réle majeur du superoxyde dismutase est de catalyser la dismutation des ions
superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygéne moléculaire.

-La catalase essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les
érythrocytes, est capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en
oxygene moléculaire.

-L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la

réduction de [I’hydroperoxyde avec 1’oxydation d’un substrat réducteur
(Delattre, 2005).
7.2.2. Systemes antioxydants exogénes (non enzymatique)

Les antioxydants chimiques exogenes eux, comprennent majoritairement les
vitamines C et E, les caroténoides et des composés phénoliques (McCall et
Frei, 1999). Le systéeme antioxydant non enzymatique joue un rdle important
dans les défenses antioxydantes. Il est a noter que les enzymes antioxydantes
deviennent inactives dés le démarrage de la sénescence. Donc, un systéeme
antioxydant non enzymatique performant améliorera la tolérance de la plante
Vis-a-vis du stress. D’un autre coté, I’accumulation des molécules antioxydantes
permettra de protéger les enzymes antioxydantes des dégats causés par les
radicaux hydroxyles (Deng et al., 2012). L’accumulation des osmolytes dans les
cellules soumises a un stress est associée a la mise en marche de méecanismes de

tolérance aux effets néfastes du déficit hydrique (Pirzad et al., 2011).

26



Chapitre 1 : études bibliographiques

8. Polyphénols

Le terme polyphénol a été introduit en 1980 (Dave-Oomah B., 2003). Les
composeés phénoliques ou polyphénols constituent est une famille de molécules
organiques largement présente dans le regne végétal, ce sont des métabolites
secondaires (Boizot et Charpentier., 2006), qui jouent soit le réle des signaux
de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie), entre les plantes et les
symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions Vis-a-vis
des organismes pathogenes. Avec plus de 8000 structures phénoliques
identifiées Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs
cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, elles varient
depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les
plus hautement polymérisées (tanins condenses) (Macheix et al., 2005).

8.1. Structures chimiques et classification

La structure chimique est identique a tous les polyphénols : un ou plusieurs
noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents
groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des
éléments qui les relient. On distingue les phénols simples (parmi eux les acides
phénoliques), les flavonoides, les lignanes et les stilbénes (Boros, 2010). En
plus de cette diversité, les phénols sont présents naturellement sous forme
conjuguée : avec des sucres, des acides organiques, entre eux. Les polyphénols

sont répartit en plusieurs classes (figure 6)

e Les phénols simples (C6): un seul noyau phénol comme pour les acides
phénoliques (C6-C1).

e Les flavonoides (C6-C3-C6): 2 noyaux aromatiques reliés par un
hétérocycle oxygené.

e Les tanins hydrolysable et non-hydrolysable.

e Les stilbénes (C6-C2-C6).

e Les lignanes, les lignines et les coumestanes : 2 unités de phénylpropane.
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e Autres phytoestrogénes

Les saponines (triterpenoides)

Les phytostérols et les phytostanols (Paraskevi, Moutsatsou, 2007). Bien
qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement a cette liste
les isothiocyanates, qui dérivent de I'hydrolyse des glucosinolates

(Dacosta, 2003).

Stilbenes
Phenolic acids /
Feniliccackd Anthocyanins <
Caffeic acid
Caffeic acid derivatives: Flayonols
Quercetin

p-Coumaric acid
Rutin

Rosmarinic acid (quercetin-3-rutinoside)

Chlorogenic acid

//

o

Lignans

t 7

POLYPHENOLS

v

Flavonoids

Flavanols Flavanones

Catechin Naringenin
Epicatechin Eriodictyol
Hesperetin

Dihydroquercetin

/ \ \ Apigenin 7-glucoside
E S

Others

Flavones

Apigenin

Chalcones

classe (Boros et al., 2010)

8.2. Les polyphénols comme antioxydants

es principaux mécanismes d’activité anti oxydante sont:
L d’activité anti oxydante sont

% Le piégeage direct des EOR.

Figure 6 : Classification des polyphénols avec exemples pour chaque

% L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation

des traces metalliques responsables de la production des EOR.

% La protection des systemes de défense antioxydants (Halliwell, 1994).
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8.3. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6.000 composeés naturels tres
répandus dans le regne végetal (Ghedira, 2005). Ils sont parmi les métabolites
secondaires les plus réactifs dans les plantes. Ils se trouvent généralement dans
les feuilles, les parties florales et les pollens.

Les flavonoides assurent plusieurs fonctions telles que la pigmentation des
fleurs, des fruits et des graines, la protection contre les UV et la défense contre
les phytopathogenes. Ils jouent également un réle dans la fertilité des plantes et
la germination des pollens et agissent en tant que molécules de signalisation
dans les interactions plante-microbe (Olsen et al., 2010). La propriété des
flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur capacité a
piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OHe), anions superoxydes (O,*)
et radicaux peroxylipidiques. Ils inactivent et stabilisent les radicaux libres grace
a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. Ils sont également
capables de chélater les ions métalliques (Ghedira, 2005). Des travaux ont
montré que les niveaux des flavonoides augmentaient dans les cas de stress
biotique et abiotique, tels que le stress hydrique, la toxicité aux métaux et la

privation de nutriments (Winkel-Shirley, 2002).

Figure 7 : Structure de base de flavonoides (Karabin, 2015).
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8.4. Propriétés antioxydants des flavonoides

Parmi les antioxydants secondaires obtenus a partir de 1’alimentation on a les
Polyphénols et plus particuliérement les flavonoides.

Les activités antioxydantes des flavonoides sont déterminées par leur
structure chimique, en particulier I'état d'’hydroxylation aromatique de leurs
anneaux. Il a été démontré que l'activité antioxydant est en relation avec les
flavonoides contenant un cycle phénol B. Les groupes hydroxyle en C3 ‘et C4'
positions sur le squelette flavane sont les principaux déterminants structurels des
activités antioxydants des flavonoides Puis les groupes hydroxyle en positions

C3 et C5, ainsi que le groupe carbonyle en C4 (Karabin et al., 2015).

Figure 8 : Caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de
piégeage des radicaux libre (Zeghad et Merghem , 2013).

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des
radicaux flavoxy les moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur
Propriété de donation d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement

hydroxyle selon la réaction représentée ci-dessous:

FLOH + Re —> FLOe* + RH (réaction de piégeage)
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Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical
flavoxyle (FLO¢) ce dernier va subir un changement de structure par résonance;
redistribution des électrons impaires sur le noyau aromatique pour donner des
molécules de faible réactivité par rapport aux Re; en outre les radicaux
flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés non reactifs
(Amic¢ et al., 2003).

FLO- + Re —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)
FLO- + FLO* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)

Les composes phénoliques (Ph), et en particulier les flavonoides, sont des
métabolites secondaires des plantes caractérisés par une structure commune de
type 2-phénylbenzopyrane .Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a
« terminer » les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons
et de protons, et a chélater les ions des métaux de transition capables de
catalyser la peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011).

De fagon générale, I’activité biologique des flavonoides est fortement
dépendante de la nature et de la position des substituants, en particulier du

nombre de groupements hydroxyles (Schroeter et al., 2002).
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1. Matériel végétal

Le matériel végétal choisi sont deux especes cérealieres de différentes
origines, le triticale et I’orge .Les semis ont été faites le 20/02/2022, on a mis les
graines de chaque espéces dans le coton pour accélérer la germination .lorsque
les plantes ont atteint une longueur de 20a 30 cm on a séparé chague espéce en
deux blocs, premier bloc témoin et le deuxieme on lui a fait subir un stress

hydrique pendant une période de 10 jours.

Tableau 6 :L’origine des deux espéces étudiées : I’orge et triticale.

Espéce Origine Variété
Orge Algérie (Saida) Saida 183 G1
Triticale Chelia Juaonllo 159 G2

Figure 11: Orge et Triticale stressées.
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2. Mise en Expérimentations

2.1. Dosage de la glycine bétaine:

0,5 g du matériel végétal sec finement broyé, on a ajouté 20 m d'eau distille,
la solution obtenue a été incubée pendant 48h a 25°C. Les échantillons sont
ensuite filtrés et le filtrat est stocké au congélateur jusqu'a lI'analyse. Les extraits
décongelés ont été dilues 1: 1 avec de l'acide sulfuriqgue 2 N. 0,5 ml de la
solution obtenue a été refroidie dans I'eau glacée pendant 1 h. Le réactif KI-I12
(0,2 ml) a été ajoute et le mélange a été doucement agite avec le vortex. Les
échantillons ont été stockés a une température de I'ordre de 0-40C° pendant 16
heures. Ensuite, les échantillons ont été transféres dans des tubes pour les
centrifuger a 10000 g pendant 15 minutes a 0 ° C. Le surnageant est aspiré avec
précaution avec micropipette. Comme la solubilité du complexe augmente
nettement avec la température, il est important que les tubes soient maintenus
jusqu'a ce que le complexe froid soit séparé du milieu acide. Le culot est dissous
dans 9 ml de 1,2-dichloro éthane (réactif). Premier lavage avec 0,5 ml et laisser
5 minutes. Mélanger les tubes avec le vortex pour effectuer une solubilité
complete dans solvant. Apres 2h, l'absorbance a été mesurée a 365 nm avec
spectrophotomeétre UV-visible (Gieve et Grattan ,1983). Les standards de la
glycine bétaine (50-200 pg/ml) ont été préparées dans de I'acide sulfurique 2 N

et la procédure pour I'estimation I'échantillon a été suivie.

Figure 12: Dosage de glycine bétaine
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2.2. Dosage de malondialdéhyde MDA (Hernandez et Almansa, 2002)

50mg de poids secs de feuilles sont broyées dans un mortier-pilon broyés
puis homogénéisés dans 2 ml d’acide Trichloracétique (TCA) a 1%.
L’homogénat est centrifugé a 15000 g pendant 10 min a 4°C.

0.6ml du surnageant.

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

Apres ’arrét de la réaction dans la glace:

Les échantillons sont centrifugés a 10000 g pendant 5 min.

La D.O est lue a 532 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

La concentration du MDA est déterminée en utilisant le coefficient
d’extinction 155 /Mm/cm

Figure 13: dosage de MDA
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2.3. Dosage de peroxyde d’hydrogéne H,O, (Loreto et Velikova, 2001)

La solution végétale (0.1 g de feuilles et 5 ml d’acide Trichloracétique
TCA 4 10%).

La solution végeétale est broyée dans un bain a glace. L’homogénat est
centrifugé a 12000 g pendant 15 min.

0.5ml du surnageant sont melangés a 0.5 ml de régulateur (phosphate de
potassium (KOH) et 1 ml d’iode de potassium (KI).

La D.O est lue a 390 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre.

La concentration du H,0, est déterminée en utilisant 1’équation suivante :
DO /0.04.

Figure 14: dosage de H,0,
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2.4. Dosage des protéines :

Extraction : 0,25 g de feuilles fraiches a été homogénéisé dans 5 ml. (50
mM) de tampon phosphate de potassium (pH 7,8) dans un bain de glace et
centrifugé le mélange a 12 000 g pendant 20 minutes a 4 °C. Le
surnageant a été séparé en vue de la détermination des protéines solubles
totaux et des acides aminés libres (Anika et al., 2018).

Dosage des protéines : Les protéines ont été estimées selon la méthode
de Bradford (1976). Une aliquote 2 ml. Du réactif de Bradford (on
homogénéise 100mg de BBC (Bleu Brillant de Commassie) dans 50ml
d'éthanol 95°C. On y ajoute ensuite 100ml d'acide ortho phosphorique a
85% et on compléte a 1000ml avec de l'eau distillée) et 100 pl.

d'échantillon ont été ajoutés dans un tube a essai. Pendant 20 min a

température ambiante et I'absorbance lue a 595 mm.

Figurel5 : dosage des proteines.
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2.5. Dosage polyphénols :

Le dosage des polyphénols réalisé selon la méthode décrite par Chandler
et Dodds modifié par Shety et al., (2004) a été réalisé sur les feuilles.
100 mg des parties prélevées sont pesés, broyés dans 5 ml d’éthanol a
95°, puis centrifugés a I’aide d’une centrifugeuse de type MLW a 3000
tours/mn. Le surnageant récupéré a été utilisé pour le dosage des
polyphénols.

La méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour doser les polyphénols
pour les raisons suivantes ; (i) ¢’est une méthode qui satisfait aux critéres
de faisabilité et de reproductibilité, (ii) la disponibilité du réactif de Folin
et la methode est bien standardisée, (iii) la grande longueur d'onde
(725nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les
interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré, (iv)
c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche
d’antioxydants des plantes médicinales .

En milieu alcalin, les polyphénols réduisent I’acide phosphomolybdique
du reactif Folin-Ciocalteu. Cette réduction se traduit par I’apparition
d’une coloration bleu foncée. (Ribéreau-Gayon , 1968).

A 1mL du surnageant sont ajoutés : 1 ml d’éthanol 95°, 1 ml d’eau
distillée, et 500 pL de réactif de Folin ciocalteau a 50 % Aprés 5 mn de
réaction, 1 ml de solution de carbonate de sodium (NaCO3) a une
concentration de 5 % est ajoutée. La lecture de 1’absorbance a éeté réalisée
a 725 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre (UV-visible 8500) apres 60 mn
d’incubation a température ambiante.La détermination de la teneur en
polyphénols a été faite en se référant a un courbe étalon dressé a partir

d’une série de solutions standard d’acide gallique a 1 mg/ml.
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2.6. Dosage des flavonoides :

L’analyse quantitative des flavonoides est réalisée par le dosage

spectrophotométrique selon la méthode décrite par (Kim et al., 2003).

Le dosage des flavonoides a été réalisé sur les feuilles. 100 mg des parties
prélevées sont pesés, broyés dans 5 mL d’éthanol a 95°, puis centrifugés a
I’aide d’une centrifugeuse de type MLW a 3000 tours/mn. Le surnageant
récupéré a éte utilisé pour le dosage des flavonoides.

Dans des tubes a essai, sont déposés 500 uL de surnageant (dissout dans
I’éthanol a raison de 50 mg/2,5 mL d’éthanol), 1500 uL d’eau distillée, et
150 puL de nitrate de sodium NaNO2 a 5 % (m/v) dans 1’eau. Apres 5
minutes sont ajoutées : 150 pL de trichlorure d’aluminium AICI3 a 10 %
(m/v). Apres 11 min de réaction, 1’addition de 500 uL de soude NaOH
(IM) donne une coloration rose qui absorbe a 510 nm. La teneur en
flavonoides de I’extrait éthanoique est determinée par interpolation a

I’aide d’un courbe étalon réalis¢é par des solutions ascendantes de
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Figure 16: dosage des flavonoides.

39



Chapitre 11 : Matériel et méthode

3. L’analyse statistique

Le test de Bartlett teste 'homogénéité des variances, une hypothése ’ANOVA.
Le test de Bartlett est connu pour étre trop sensible aux données non normales .
Une probabilité résultante de P<=0,001 indique que les variances peuvent ne pas
étre homogene et vous souhaiterez peut-étre transformer les données avant de
faire une ANOVA.

Pour les plans ANOVA sans répliques (notamment la plupart des blocs
randomisés et plans en carre latin).
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Chapitre 111 : Résultats et discussions

1. La glycine bétaine

La concentration de la glycine bétaine varie d'une espece a une autre ; En effet
elle a augmenté chez les deux espéces étudiées apres le stress appliqué. Cette
augmentation est bien marqué chez le triticale avec une valeur maximale de
0,0143+0.00032 (mg/ml) par apport aux témoins0.0083+0.00043 (mg/ml), et la
valeur minimale a été enregistrer chez 1’orge avec une valeur de 0,0121+0.0003
(mg/ml) par apport aux témoins 0.0048+0.0004 (mg/ml).
Nos résultats correspondent a ceux de Amirouche et Djaaleb, (2017) et Singh
et Bharadwaj, (2016) dans le blé dur, ou la valeur a été estimée entre (0.22
mg/ml et 0.82 mg/ml).
L’analyse de la variance (Anova) a montré une tres grande signification chez les
especes (P <0,001)

Dosage de glycine bétaine
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Figure 17: la concentration de glycine bétaine chez Orge et Triticale sous
stress hydriques.

La synthése de GB est genéralement régulée a la hausse chez les plantes
tolérantes a la secheresse et contribue de maniere significative aux ajustements
osmotiques (Hussain et al., 2009). Il a été constaté que le contenu en GB était

augmenté significativement dans les deux espéces.
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2. Le malondialdéhyde (MDA)

L’analyse de la variance (Anova) a été significative chez les deux especes
(P <0,001).

Le stress a augmenté la concentration de malonedialdéhyde (MDA) chez les
deux espéces étudiés, chez le triticale on a observé la valeur maximale de
0,521+0.004 (nmol/ml) par apport aux témoins 0.233+0.01(nmol/ml) ; et la
minimale a été enregistrer chez I’orge avec une valeur de 0,123+0.002
(nmol/ml) par apport au témoin 0.08+0.003 (nmol/ml)

Nos résultats révelent un taux élevés par apport a Bagher et al, (2013) chez

I’espéce orge ou la valeur a été estimee a 0.332 (nmol/ml).
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Figure 18 : La concentration de MDA chez orge et triticale sous stress
hydriques.
La Malondialdéhyde (MDA) agit comme une molécule de signalisation pour

refléter les lésions membranaires dues au stress oxydatif causé par les stress
abiotiques (Shafiq et al., 2015). Pendant le déficit hydrique, la teneur en MDA a

augment¢ dans les plants de triticale et 1’orge.
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3. Peroxyde hydrogene (H,0,)

La concentration de peroxyde hydrogene (H,0O,) a augmenté, elle varie dans

les deux especes, chez triticale on a observé la valeur maximale de
6.925+0.004(mg/ml), et la valeur minimale a été enregistrer chez 1’orge avec
une valeur de 4.575x0.013 (mg/ml), en comparaison avec les témoins
6.3357+0.004 et 3.665%£0.003 (mg/ml) respectivement.
Nos résultats en conditions de déficit hydrique sont on accord avec les résultats
de Bouchareb et al ., (2015) dans le blé, ou la valeur a été estimée entre 13,991
et 4,841 (mg/ml).L’analyse de la variance (Anova) a montré une grande
signification chez les especes (P <0,001).

Dosage de H,0,

Concentration de H,0,
(mg/ml)
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Figure 19 : La concentration de H,O, chez I’orge et triticale sous stress
hydriques.

Le stress di a la sécheresse ameliore généralement la géneration de ROS tels
que le radical superoxyde et H,O, (Saed-Moucheshi et al., 2014).Cela suggere
que le H,O, joue un double role dans les cellules végetales : a de faibles
concentrations, il fonctionne comme un messager secondaire impliqué dans la
transduction du signal déclenchant la tolérance au stress abiotique, et a des
concentrations élevées, il médie le stress oxydatif et la mort cellulaire
programmée (Lin et Kao, 2000).
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3. Les protéines
Les protéines de stress jouent un réle dans 1’adaptation de la plante et de ce

fait de nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par I’isolement et
I’étude de ces molécules (campalans et al.,, 1999). Le stress hydrique a
augmenté la teneur en proteines totales dans les deux plantes I'orge et triticale.
Elle varie dans les deux espéces, chez I’orge on a observé la valeur maximale de
0.159+0.0035(mg/ml) par apport au témoin 0.108+£0.003 (mg/ml) ; et la valeur
minimale a été enregistrer chez triticale de 0.066+£0.0033 (mg/ml) par apport au
témoin 0.013+£0.002 (mg/ml).

Dosage des protéines
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Figure 20 : La concentration des protéines chez orge et triticale sous stress

hydriques.

Nos résultats sont en accord avec ce qui a été enregistrée précedemment par
Bagher et al., (2013) ainsi que Amirouche et Djaaleb, (2017) dans le blé et
I'orge ou la valeur a été estimee entre 0.36 et 0.074(mg/ml).

L’analyse de la variance (Anova) a montré une signification chez les deux

especes (P <0,001).
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5. Les polyphénols

La concentration des polyphénols a diminué chez les deux espéces étudiées
pendant 1’application de stress. Le teneur en polyphénols variait chez 1’orge
stressée d’une valeur 9.86+0.032 (mg EAG/Q) par apport au témoin 14.06+0.016
(mg EAG/Q) ; et chez triticale stressée d’une valeur de 5.02+0.097 (mg EAG/g)
par apport au témoin 10.76+£0.015(mg EAG/qg).

L’analyse de la variance (Anova) a montré une trés grande signification chez

les espéces (P <0,001)
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Figure 21 : La concentration des polyphénols chez orge et triticale sous

stress hydriques.

La synthése des polyphénols est élevée dans la plupart des plantes en déficit
hydrique conditions. Cependant, contrairement a notre étude, les polyphénols
ont diminu¢ dans les deux espéces : triticale et 1’orge sous stress hydrique. Ceci
est n'est pas en accord avec ce qui a été rapporté précedemment obtenues par
Boussora et al., (2018) chez I'orge, dans les plantes stressées vous obtenez la
valeur (8.8+£0.226 mg EAG/g), tandis que les témoins d’une valeur(7.99+0.5 mg
EAG/g).
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6. Les flavonoides

La concentration des flavonoides a diminué chez les deux especes étudiées
pendant I’application de stress. Le teneur en flavonoides variait chez 1’orge
stressée d’une valeur 0.80+0.031 (mg EQC/g) par apport au témoin
2.74+0.045(mg EQC/qg); et chez triticale stressée d’une valeur de 0.39+0.026
(mg EQC/g) par apport au témoin 1.54+0.021(mg EQC/qg) .
L’analyse de la variance (Anova) a montré une trés grande signification chez les

especes (P <0,001).

Dosage des flavonoides

-
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Figure 22 : La concentration des flavonoides chez orge et triticale sous

stress hydriques.

On pense que la synthese des flavonoides est elevée dans la plupart des
plantes en déficit hydrique conditions (Nichols et al., 2015). contrairement a
notre étude, les flavonoides totaux ont diminué dans les plantes de triticale et
I’orge sous stress hydrique. Ceci est n'est pas en accord avec ce qui a été
obtenues par Boussora et al., (2018) chez I'orge, dans les plantes stressées vous
obtenez la valeur (3.8£0.99 mg EQ/g), tandis que les témoins d’une
valeur(3.03+0.87 mg EQ/g).Les résultats contrastés peuvent étre dus a un effet
spécifique a I'espéce ou peuvent étre liée a la séveérité du stress hydrique dans les

cellules ou les tissus vegetaux (Aziz et al.,2017).
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Discussion génerale

L’étude de la réponse au stress hydrique chez les deux espéces orge et triticale
testées révele Iexistence d’une grande variabilité pour la plupart des parametres
mesurés, I’effet du stress hydrique est bien marque.

Les plantes ont adapté un ensemble de mécanismes moléculaires et physio-
biochimiques pour atténuer les effets drastiques de la pénurie d’eau, y compris
le développement d’un systéme de racines profondes (Shafiq et al., 2014).

L’accumulation des molécules antioxydants permettra de protéger les
enzymes antioxydants des dégats causés par les radicaux hydroxyles (Deng et
al., 2012). L’accumulation des osmolytes dans les cellules soumises a un stress
est associée a la mise en marche de mécanismes de tolérance aux effets néfastes
du déficit hydrique (Pirzad et al., 2011).

De nombreuses especes vegétales accumulent naturellement la glycine bétaine
GB comme osmolytes organiques majeurs lorsqu’elles sont soumises a
différents stress abiotiques. L’accumulation de bétaine pourrait contribuer a
Osmoregulation dans des accumulateurs naturels ; cependant, I’osmoprotection
semble étre responsable de la tolérance aux stress abiotiques (Hussain et al.,
2009). La glycine beétaine (GB) est plus abondante en réponse au stress de
déshydratation (Yang et al., 2003).

Dans de nombreuses plantes cultivées, I’accumulation naturelle de GB est plus
faible que suffisante pour atténuer les effets néfastes de la déshydratation causée
par divers stress environnementaux (Subbarao et al., 2001) .

Le déficit hydrique induit un stress oxydatif avec formation de radicaux
libres. Le MDA, est ’'un des produits finaux de la peroxydation des lipides
membranaires (Guichardant et al., 1994). Cette peroxydation est le symptéme
le plus attribué aux dommages oxydatifs ; il est souvent employé comme
indicateur du stress oxydatif (Zhang et Kirkham 1994). Le dosage de la MDA
est un moyen efficace pour évaluer les dommages du stress oxydatif sur la

membrane (Katsuhara et al., 2005).
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L’H,0, joue le rdéle d'une molécule signal qui alerte la cellule de la présence
d'un stress environnemental (Maksymiec, 2007). Le peroxyde d'hydrogéne
(H,O,) peut fonctionner comme un messager secondaire a des faibles
concentrations mais il devient toxique a fortes concentrations (Dat et al., 2000).

Protéines induite ont une fonction direct dans I’augmentation de la tolérance
au stress (protéines fonctionnelles), d’autres ont une fonction dans la chaines
transduction (protéines régulatrice) qui aboutiront a la production de protéines
fonctionnelles. La pluparts des protéines a fonction directe sont des aquaporines
et des enzymes catalysant la biosynthése d’osmolytes (carbohydrate et acides
aminés).

Les polyphénols expriment les propriétés antioxydantes par : Le piégeage
directes especes réactives de 1’oxygene (ERO), La suppression de la formation
des ERO par I’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions
métalliques, impliqués dans leur production, La protection des systemes de
défense antioxydants de I’organisme (Boudiaf, 2006). En effet, les polyphénols
possedent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés
antioxydants sont attribuees en partie, a la capacité de ces composes naturels a
piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes
(02¢) (Bartosz, 2003).

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydant et
leur capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OHe), anions
superoxydes (O2¢") et radicaux peroxylipidiques. Ils inactivent et stabilisent les
radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif.
Ils sont également capables de chélater les ions metalliques (Ghedira, 2005).
Des travaux ont montré que les niveaux des flavonoides augmentaient dans les
cas de stress biotique et abiotique, tels que le stress hydrique, la toxicité aux

métaux et la privation de nutriments (Winkel-Shirley, 2002).
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Conclusion

Le stress hydrique affecte négativement les indicateurs de croissance
végétative des changements physiologiques et biochimiques de la plante pour
compléter ses fonctions et son cycle de vie, Comme stratégie pour résister a ce
stress, en augmentant le taux de production d’antioxydants par les radicaux
libres avec effet oxydant des cellules végétales.

La réponse des plantes au changement de stress varie selon I’intensité du
stress et les caractéristiques de la plante méme. La tolérance au stress oxydatif
géneré sous déficit hydrique demeure la résultante de nombreux mécanismes
adaptatifs fonctionnels durant la vie de la plante.

Apres cette étude Les résultats ont montré que le déficit hydrique a
influencer sur les différents parametres biochimiques étudiés. Le stress hydrique
a provoqué une augmentation importante en tous les parametres étudiée (dosage
de la glycine bétaine, malondialdéhyde (MDA), peroxyde hydrogene (H,0,), les
proteines, les polyphénols, et flavonoides). Au niveau des feuilles des deux
especes. Cette tolérance se manifeste a une forte concentration en molécules
antioxydants. Le stress hydrique qui a été augmente de la teneur de la glycine
bétaine, le MDA, et H,O, dans les feuilles notamment dans le triticale par
rapport au 1’orge. il a également entrainé une augmentation plus importante du
taux de protéines dans les feuilles, notamment chez l'orge, par rapport au
triticale. Quant a la teneur en polyphénols et flavonoides, les résultats étaient
contrairement a ce qui a €té trouvé dans d’autres études, ou nous avons constaté
que la concentration dans les deux plantes stressées était plus basse que celle les
deux plants témoins. Donc les résultats contrastés peuvent étre dus a un effet
spécifique a I'espéce ou peuvent étre liée a la séveérité du stress hydrique dans les
cellules ou les tissus végétaux.

En fin, on peut dire que I'étude a montré que les deux espéces est tolérant et

efficace contre les contraintes hydriques.
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Par conséquent, il est utile voire nécessaire ou méme vital de s’orienter vers
une sélection des especes orge et de triticale tolérantes ou résistantes au stress
hydrique. Pour cela, il faut:

v Sélectionner des caracteres pouvant apporter des éléments
supplémentaires susceptibles d’expliquer les mécanismes de la tolérance
aux stress abiotiques et notamment a la contrainte hydrigue.

v Contribuer davantage a I’identification des voies métaboliques impliquées
dans la réponse au stress et sélectionner des marqueurs moléculaires
intervenants dans la réaction de la plante face au stress.

v" L’utilisation des outils moléculaires, comme le test de Comeéte, doit aussi

étre envisagé pour montrer I’implication des ERO dans 1’effet clastogene.
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Les annexes:

Annex 1 : Les résultats des concentrations différentes étudiées avec des
Statistiques descriptifs.

. MDA H202 GB Protgines Polyphénols | Flavonoides
T T s Tt 1s | 11s 1 1s | 11s171]s
Orge | 0,0809 | 0,123 | 3,665 | 4,575 |0,0048 | 0,0121 | 0,1086 | 0,591 | 14,06 | 986 | 2,74 | 08
Triricale| 02334 | 0,5213 | 6,357 | 6,925 | 0,0083 | 0,0143 | 0,0134 | 0,0662 | 10,76 | 502 | 154 | 039
P< 0’001 *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Annex 2:Concentration de glycine bétaine (GB)
GB Orge Triticale
Témoin Stressée Témoin Stressée
C1 0,0085 0,0124 0,0081 0,0139
C2 0,0088 0,0118 0,008 0,0144
C3 0,008 0,0122 0,0088 0,0145
TOTALE 0,0084 0,0121 0,0083 0,0143
Ecartype 0,00040415 | 0,00030551 | 0,00043589 | 0,00032146
Annex 3: Concentration de malondialdéhyde (MDA)
Orge Triticale
MDA Témoin Stressée Témoin Stressée
C1 0,0845 0,1238 0,2191 0,5265
C2 0,0761 0,125 0,2429 0,5217
C3 0,0821 0,1202 0,2382 0,5158
TOTALE 0,0809 0,123 0,2334 0,5213
Ecartype 0,004327 0,002498 0,012605 0,005359
Annex 4: Concentration de peroxyde hydrogéne (H,O,)
Orge Triticale
H202 Témoin Stressée Témoin Stressée
TOTAL 3,665 4 575 6,357 6,925
Ecartype 0,00351188 0,01357694 0,00416333 0,00416333




Annex 5: Concentration des protéins

. Orge Triticale
Proteines Témoin Stressée Témoin Stressée
C1 0,1081 0,1631 0,0143 0,0666
C2 0,1122 0,1564 0,0103 0,0693
C3 0,1055 0,1577 0,0157 0,0626
TOTAL 0,1086 0,1591 0,0134 0,0662
Ecartype 0,00337787 | 0,00355293 | 0,00280238 | 0,00337095
Annex 6: Concentration des polyphénols
, Orge Triticale
Polyphenols Témoin ’ Stressée Témoin Stressée
C1l 4,67719298 | 3,25614035 | 3,58508772 | 1,61140351
C2 4,68157895 | 3,32192982 | 3,60701754 | 1,78684211
C3 4,70789474 | 3,29122807 | 3,57631579 | 1,6245614
TOTAL 14,0666667 | 9,86929825 | 10,7684211 | 5,02280702
Ecartype 0,016605 0,03291909 | 0,01581382 | 0,09771289
Annex 7: concentration des flavonoides
. Orge Triticale
Flavonoides Témoin ’ Stressée Témoin Stressée
C1l 2,79583333 0,8375 1,56666667 | 0,42083333
C2 2,712291667 0,80625 1,525 0,4
C3 2,7125 0,775 1,53541667 0,36875
TOTAL 2,74375 0,80625 | 1,54236111 | 0,39652778
Ecartype 0,0454052 0,03125 | 0,02168402 | 0,0262147




Annex 8: Courbe d’étalonnage de glycine bétaine

Betaine Standard Curve
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Annex 9: La courbe de protéine mg/ml.
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Annex 10: Courbe d’étalonnage phénols totaux

Courbe d'étalonnage phénols totaux
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Annex 11: Courbe d’étalonnage flavonoides
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Rows of data with missing values removed: 0

Rows which remain: 24

Source df Type Il SS MS F P
Main Effects
Type de cu 31.010796e-4 3.3693e-5 231.83511 .0000%***
Etat T S 1 1.536216e-4 1.5362e-4 1057.0348 .0000%***
Interaction

Typedecu*Etat T S 3 6.8691e-6 2.2897e-6 15.754898 .0000***
Error 16 2.325321e-6 1.4533e-7->
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Résumé
Dans ce travail, on a étudié les caractéristiques biochimiques et I'effet des mécanismes d'action

antioxydant chez le triticale et I'orge induits par le stress hydrique. Les parametres mesurés ont été
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Les dosages sont: La glycine bétaine, le malonedialdéhyde (MDA), le peroxyde d'hydrogéne
(H20,), les protéines, les polyphénols et les flavonoides.

Les résultats de cette étude révélent un niveau élevé de variabilité pour les principales
concentrations mesurées. La variabilité a été évaluée grace a des analyses statistiques. Les
résultats obtenus montrent que le stress hydrique a entrainé une production des espéces réactives
de I’oxygene (ERO) ainsi que le role important des métabolites secondaires dans la défense contre
le stress oxydatif causé par le stress hydrique. La concentration de la glycine bétaine, MDA, et
H,0, a été plus élevée dans le Triticale par les valeurs suivants (0.0143 mg/ml, 0,521 nmol/ml et
6,92 mg/ml, respectivement) par contre les polyphénols, les flavonoides et les protéines, on a
enregistré des concentrations plus élevé chez 1’orge, (9.86 mgEAG/g, 0.80 mgEQC/g et 0.159
mg/ml, respectivement).

En conclusion, I’étude a montré que les deux especes sont tolérantes et efficaces contre les
contraintes hydriques.
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