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Résumé

Dans cette étude nous nous sommes intéresséevaduditon d
I'impact des différents régimes de NPK et leurfetsfsur le bléTriticum

durum

Les premier résultats montrent que la présence de riengrovoque ut
diminution du pourcentaget de vitesse de germination ainsi une inhib

de la croissance du blé.

Sur le plan métaboliqgue, le NPK provoque umaeigmentatio
significative des teneurs moyennes en proline efugmes soluble ainsi u

inhibition de la synthése des protéines.

En se qui concerne les biomarqueurs nous avongmeyvidenceine
augmentation significative des taux moyens de I'AP%ST et CAT;
parallelement une diminution de l'activité GS’autre part, I'exposition ¢
Triticum durumaux engrais phosphatés induine péroxydation lipidigt

avec libiration du MDA.

Dans notre travail, nous avonsismen évidence une inhibition
I'activité respiratoire des racines en présenceélitférents régimes de NP
Ainsi une inhibition de la respiration et la photothésedes plantules issu

des graines de blé en présence du NPK.

Mots clé: Triticum durum ; NPK; biomarquers; GSH, GSTAPX,
CAT, MDA, Racine, feuille.



Abstract

In this study we were interested in assessing itiqgact of different

regimes and effects of NPK on wh@aiticum durum

The first results show that the presence of fedilicauses a decrease in
the percentage and speed of germination and amitiohi of growth of
wheat.

On the metabolic level, the NPK caused a signifizacrease in mean levels
of proline and soluble sugars and an inhibition gbtein synthesis.
With respect to biomarkers we have identified anifigant increase in
average rates of APX, CAT and GST, a parallel desran GSH activity on
the other hand, exposure ®fiticum durumphosphate fertilizers leads to

lipid peroxydation with an increase in the MDA rate

In our work, we demonstrated an inhibition of tkepiratory activity of roots
in the presence of different regimes of NPK. Anlilaition of respiration and

photosynthesis of seedlings from seeds of whethiepresence of NPK.

Key words: Triticum durum; NPK; biomarkers, GSH, GST, APXAT MDA,
roots, leaves.
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CHAPITRE 1:
INTRODUCTION GENERALE



Introduction

De nombreuses études récentes concernant l'utitisdéts changements biochimiques,
physiologiques et histologiques pour I'évaluatiale I'exposition des organismes aux agents
contaminants ont été menées. Les analyses chimidess différents compartiments de
I'environnement (eau, sol, sédiment, organisme) rgmset sur la présence ou l'absence d'un
contaminant chimique et sur son cycle biogéochimiquais ces informations sont néanmoins
insuffisantes pour connaitre I'impact réel du xéotfpies (du grec xenos : étranger ; COmposes
chimiques extérieurs a I'organisme) sur les organisi@eata et 8120123

La complémentarité des résultats obtenus par lat/ses chimiques et biochimiques
permet alors d'effectuer un diagnostic completlgwsource et I'impact d'une contamination sur
un écosysteme. Tel est I'objet des recherches gindds par les chimistes et les biologistes, par
ailleurs rassemblés au sein de deux groupes iat@ptinaires: La pollution chimique,
chronique et diffuse, est difficile a évaluer avexs anéthodes chimiques peu sensibles et des
tests d'écotoxicité inadaptés a l'appréciationadtmxicité chronique de ces molécules, compte
tenu de leur faible concentration dans le milietured. Si I'on compare I'environnement d’'un
étre vivant, comme I'homme par exemple, I'organisomadin peut faire l'objet de contréles,
d'apports en substances nocives, mais ces mesuresnsoffisantes pour une connaissance
parfaite et une prédiction de I'état de sa sdNtgathi et Baker, 2006)

La recherche de symptomes, des effets biologiqguesvahde l'impact de la molécule
toxique sur la cible biologique permet d'évaluesbgllement la santé d'un milieu, d'établir un
diagnostic précis, de rechercher les causes deslpgitts et d'entreprendre éventuellement une
étape curative. Les effets biologiques peuvent @itesés comme indicateurs biologiques ou
biomarqueurs de pollution dans les regnes animatgdtal.(Grara et gl2013. (Bouchelaghem
et al 201)

Le choix d'un biomarqueur doit permettre de lgetdxicité d'un produit chimique a des
effets écologiques. Ces biomarqueurs peuvent Bte spécifiques et qui rendent compte de
I'état de santé de l'organisme. Ce sont les pratéiee stress, les marqueurs histologiques,
immunologiques ou physiologiques (croissance, dybon). Par exemple Les mesures de
I'état physiologique global seront réalisées ad'aid la fragilité des lysosomes, de la mesure des
dommages causés a I'ADN ou de la quantificatioladdarge énergétique (teneur en adénosine
di et tri phosphate : ADP et ATP), Merigout, 2006cetix comme les indices biochimiques
seront plus spécifiques d'une classe de contansineoire méme d'une substance particuliere.



Pour les polluants métalliques, certains auteurspoopiosent d'utiliser la quantification d'une
métalloprotéine particuliere, la métallothionéinescptible d'étre induite de novo en présence
des métaux tels que le Mercure et le Cadmium. Rsurénobiotiques liposolubles organiques
comme les hydrocarbures aromatiques polycycliguedes polychlorobiphényls (PCB), les
biomarqueurs moléculaires sont basés sur l'oxydgiaondes enzymes, les monooxygénases,
dépendantes du cytochrome P450, notamment |'acétiitéxyrésorufin-o-dééthylase (EROD).
L'activité de l'acétylcholinestérase (enzyme qui blde l'acétylcholine, neurotransmetteur
intervenant dans I'excitation rapide de la cellulesoulaire) est inhibée par certains produits
phytosanitaires issus pour l'essentiel de I'agroehifesticides, Carbamates) et se révele étre
aussi un bon biomarquey€lerc, 2006

Certaines molécules utilisées comme biomarqueutipant a une adaptation positive
pour l'organisme en contribuant a rendre inoffepsifir I'individu le xénobiotique ; c'est le cas
par exemple de la métallothionéine qui fixent ledtanx toxiques tels que le Cadmium et le
Mercure qui, ainsi complexés, ne présentent plus alegél Par contre la dégradation des
hydrocarbures aromatiques polycycliqgues ou des p&Bintermédiaire du systeme cytochrome
P450 est la phase préliminaire a I'élimination de xénobiotiques mais peut, en paralléle,
favoriser la formation des dérivés carcinogenes. (Zufferelyebbraro, 2005).

Ainsi la réponse des biomarqueurs représente unehawtil qui n'est pas destiné a
copier ou a remplacer la surveillance chimique, maisdoit étre intégré dans les programmes
de surveillance complémentaires des indicateurdo@ices, les indicateurs biochimiques
peuvent étre des systemes d'alarme précoces dam@ngnation dont les effets sont encore
réversibles.

Les sources de contamination du sol englobentda®es, les parcs a rebus, les fosses a
goudron de houille, les parcs a ferraille, les résiduniers, les décharges municipales, les
réservoirs de stockage souterrains qui fuient, ites sI’évacuation de déchets dangereux, les
pesticides pulvérisés dans les champs, ainsi quedesiits pétroliers et 'asphalte appliqués sur

les routes et sur les terrains. (Cureton €1292).

Les sols peuvent également étre contaminés pagadesd’échappement des vehicules
automobiles, par les particules émises par les ctémni industrielles et par les dépbts

atmosphériques de polluants.



La contamination du sol peut représenter pour &sgmnes non seulement un danger
direct par ingestion, mais également des dangerseats. Par exemple, certains produits
chimiques dans le sol peuvent contaminer les sauterraines, les cours d’eau par les eaux de
ruissellement. De plus, certaines cultures et cextigigumes peuvent absorber les contaminants

du sol, qui s’introduisent ainsi dans la chaine alimentaire

En ce qui concerne les contaminants volatiles, diation de vapeurs présentes dans les
Sous-sols constitue souvent le principal trajet piesition. Des composés organiques volatils se
sont retrouveés dans des sous-sols d’habitatiorsisecde fuites dans des réservoirs de stockage
souterrains qui laissent échapper des carburanisase de pétrole et dans des sites
d’enfouissement de déchets dangereux ou du chladerevinyle a été éliminé de fagon
inappropriée. Une fois dans le batiment, les vapsermélangent a I'air des locaux et peuvent

constituer un risque pour la santé des occupants.

La contamination du sol peut engendrer des proldéemimng terme en raison du codt

élevé et de la difficulté d’éliminer les contaminants du sol

1. L’agriculture, source diffuse de pollution

Dans les années a venir, la production agricoleadesprendre a un double défi, des
besoins croissants de la population mondiateit en dégradant I'environnement et les
ressources naturellesen effet, selon les prévisions des Nations Unieppfaulation mondiale
actuellement d’environ 6.3 milliards d’individus eitidra prés de 08milliards d’individus en
2030 (FAO 2003).

La production agricole devra alors étre significatnent plus élevée. Les surfaces
agricoles ayant atteint leur limite dans de nombrneays, cette augmentation ne pourra se faire
gue par une augmentation des rendements. Cette atajioe du rendement ne peut se faire que
par 'amélioration variétale et les techniques wnalles associées, dont la fertilisation. En effet
les engrais apportent aux végétaux cultivés les nutrsmg&tessaires a leur croissance. Les trois

principaux sont: 'Azot¢N), le PhosphoréP) et le potassiunK).



Les trois éléments que sont I'Hydrogene, le CarleinBOxygéne, nécessaires a l'activité de
photosynthese sont apportés par l'air et I'eaunElef Fer, le Soufre ou encore le Calcium sont

puisés directement dans la terre.

Les produits azotés (nitrates) et les phosphategoguent des déséquilibres dans les
milieux qui recoivent les eaux de ruissellementdbnfiltration issues de l'agriculture. Ce sont
des éléments qui nourrissent par exces des algeresauvent indésirables qui prennent la place

de toute autre forme de vie a cause de leur surdéveloppddesitune cause d'eutrophisation.

L'accumulation de tous ces éléments dans les ddeas peut avoir un impact important
sur le milieu marin, a I'endroit méme ou se déversest fleuves, ou bien par le retour des
nappes souterraines qui forment des sources sousemaou proches du bord de mer.
(Ramade,1995

La contamination des eaux superficielles et proédsnchar les nitrates est due
principalement a I'agriculture. Ces substances ot toxicité aigue et chronique élevée pour
’lhomme et les animaux. Elles sont transforméesigites connus pour leur effet cancérigene
puissant chez ’lhomme. Une fois la nappe phréatigmeaminée par ces toxiques, il est difficile,
voire pratiguement impossible de la décontaminerptliution causée par les phosphates des
engrais a des conséquences néfastes, sur l'eutatiphiset la proléfération d'algues et de
végeétation aquatiques au niveau des eaux stagnamtes réservoirs de retenue, ce qui est a
I'origine de nombreux problemes notamment de gefitd’odeurs des eaux. (Strosser_ef al
2009.

D’un autre coté, les engrais ont un effet néfagtd’snvironnement en contaminant I'air
par émissions des gaz tel que 'ammoniac, et peuvent pt#lsiésaux et les nappes phréatiques.

L’'impact des polluants de I'eau sur I'environnemdépend de la quantité rejetée et de
leurs caractéristiques physico-chimiques. On difféeetes sources de pollution ponctuelles des
sources diffuses. Alors que les premieres sont descas fixes et généralement d’émissions

polluantes importantes, les sources diffuses setégisent par des apports de substances émises



par des sources mobiles, des sources couvrantgéslatendues ou un grand nombre de sources
de pollution d’émission faible. Par exemple, lesteegfeaux usées par des complexes industriels
sont des sources ponctuelles d’'azote, alors queadidfyre est une source diffuse de pollution
d’azote et de pesticides. Les pollutions par desces ponctuelles sont souvent plus faciles a
traiter (en installant par exemple un filtre aueau du tuyau par lequel les produits polluants
sont rejetés dans le milieu naturel), alors queélmsssions polluantes provenant de sources

diffuses sont difficiles a recenser, a mesurer et donc gdtentKhaldi et al,2009.

1.1L’agriculture, principale source d’azote dans I'eau

L’azote dans I'eau sous forme de nitrates est lingrd car il favorise I'eutrophisation et
peut affecter la santé humaine. Il existe des valdumites de concentration en nitrates
admissibles dans I'eau potable. Sa valeur recomésapdr I'Organisation Mondiale de la Santé
est de 50 mg/litrgSouiki, 2008

La contamination de I'eau par les nitrates est aa gdrincipaux problemes liés aux
activités agricoles. Cela s’explique entre autre Ipdait que les nitrates sont tres solubles, et
migrent facilement a travers les sols vers la nappest pourtant difficile de faire le lien entre
'apport en azote et la pollution de I'eau. Le lgagie des nitrates dépend aussi de facteurs
geéologiques, climatiques et biologiques. Il est feséodans des aquiferes de roche poreuse et
sous un climat humide. Les nitrates peuvent ceper@endénitrifiés par des microbes. Malgré
ces phénomeénes, un fort excés d'application delisariis se traduit toujours par une

augmentation de nitrates dans I'eggouiki et a) 2010

Les nitrates et 'ammonium sont les formes d'adeteplus présentes dans les riviéres,

les nitrates a eux seuls représentant plus de 80% de I'atalte t

Les eaux usées industrielles contiennent égalemenfazote, notamment les eaux
rejetées par les fabricants d’engrais ou d’expo$ifs industries de traitements des métaux et les

industries agro-alimentaireiSouiki et a) 2010.



1.2 Les rejets domestiques, principale source de phospie

Le phosphore, élément limitant de la croissanceptiastes, est le principal facteur de
I'eutrophisation et de la détérioration de la quéaties eaux. De tres faibles teneurs en phosphore
(quelgues dizaines de mg/l) peuvent constituer ohugnt dangereux. Ainsi, d’apres la
classification de I'eau de surface par I'ECE (Comssiin Economique pour I'Europe des
Nations-Unies), I'eau est considérée comme moyennemgnphisée a partir de 25 mgl/l.

Le phosphore est analysé comme phosphate solubterehe phosphore total. Il évolue
rapidement vers des formes peu solubles comme gatites. Une partie considérable du
phosphore est adsorbée aux particules et a la matieus@ension. De ce fait, le sol joue un role

de réservoir a phosphore et limite I'impact d’apports é&néires(Alpha et al, 2009.

Le phosphore est apporté par I'agriculture souséod’effluents d’élevage et d’engrais
minéraux (Phosphates Calciques ou Ammoniques). gaiske phosphore dans l'agriculture, lié
a l'utilisation d’engrais, contribue ainsi a la lubilon des eaux superficiellegAlpha et al,
2009.

La majeure partie des réductions de rejets de ploospobservée ces dernieres années
sont a mettre au bénéfice des actions importamtésadement des eaux usées domestiques et de
réduction des rejets du secteur industriel. Le secteigodégrquant a lui, n’est qu’au début d’'une
politique rigoureuse de controle de ses rejets ghmsques, avec par exemple des actions
d’amélioration de stockage des éjections animalés mise en place de pratiques et itinéraires

culturaux plus soucieux de I'environnem@ipha et al, 2009..

2. La situation mondiale des engrais
2.1Consommation

La consommation mondiale d’engrais a augment®@@é/48 a 1999/2000, elle a diminué
en 2000/01 d’environ B et, depuis, s’est accrue d’envirofi 3Tableau 1). De 2002/03 a
2003/04, la consommation d’engrais a diminué dasipéy's développés (environ moinss)2

et a augmenté dans les pays en développement d& P&r rapport a 2002/03, la



consommation d’azote a augmenté de 1,4 pour celd, delphosphate a augmenté dedédh

celle de potasse de 1343 (FAO, 2005

Tableau I Consommation mondiale des engrais (FAO, 2005)

pays 1997-98 1998-99 1999-00 2000-01 2001-02 2302{02003-04
Consommation totale d’engrdimillion de tonné
En voie de 83.1 85.3 88.2 86.7 87.2 91.3 98.4

développement

Développés 54.1 52.9 52.3 49.8 50.9 50.3 44.2
Pourcentage %)
En voie de |60.6 61.7 | 62.8 63.5 63.1 64.5 69.0

développement

Développés 394 38.3 | 37.2 36.2 36.9 35.5 31.0

La demande régionale et mondiale d’engrais poutrdés principaux éléments nutritifs a jusqu’a
2009/10 sont présentées dans les Tabld2ayx3) et(4).

La demande devrait augmenter dans toutes les ®glonmonde sauf en Europe de
I'Ouest, qui devrait montrer un léger recul pourarades trois éléments. Il est prévu que la
demande mondiale d’engrais azotés augmentera%edr an jusqu’'en 2010/11, soit une
augmentation globale de 4,8 millions de tonnes.

Le taux de croissance annuel de la demande mordigigrais phosphatés est estimé a
environ 1,6% jusqu’en 2010/11, soit une augmentation de 3,1 malide tonnes par rapport a
2005/06. La demande mondiale d’engrais potassiquesitse développer a un taux moyen

annuel d’environ 18, équivalent & une augmentation de 2,5 millions de tonnes.



Tableau 2 Production des engrais azotés dans le monde (FAO, 2005).

Total monde 2005-06| 2006-| 2007-08 | 2008-09 2009-10
07
Capacité nationale de production degNHL.35939 140454 145135 148734 151355
Potentiel de production effective de lNH 119842 124192 128681 131999 134602
NHzdisponible pour les engrais (N) 96461 99983 103574 1060087658
Consommation d’engrais azotés (N) 90732 919Y9 93163 943435509
Bilan des engrais azotés 5729 8004 10411 11660 12144
Tableau 3 Production des engrais phosphatés dans le monde (FAO, 2005).
Total monde 2005-06 2006-07 2007-p8 2008-p9  2009-10
Capacité nationale de production 41172 44807 45936 4741690414
Potentiel de production effective 35887 37382 37976 3961 40910
Disponible  pour la  production 30622 31902 32366 33856 35081
d’engrais
Consommation d’engrais phosphatés 27549 28617 29202 298630439
Demande de ¥PQ, —engrais 9458 9420 9544 9591 9711

Tableau 4 Bilan mondial de I'offre et de la demande potentielle end3eté~AO, 2005).

Total monde 2005-06| 2006-0Of 2007-08 2008409 200910
Capacité  nationale des mines |d&8694 35789 32379 26915 5465
potasse

Potentiel de production des mines de/K 35789 36462 37244 08838 | 38560
Disponible pour les engrais 32379 33317 33788 34595 35067
Consommation d’engrais potassiques 26915 27692 28272 328829427

Bilan Potasse (déficit) 5465 5624 5515 5741 5640




2.2 L'utilisation des engrais en Algérie

Compte tenu du manque de bases de données et/publieations se rapportant a la
fertilisation d'une maniere générale et a l'utiima des engrais par culture en particulier, il n‘a
pas été possible d'accéder a certaines informatitutdisation des engrais par I'agriculture n'est
pas connue exactement, sauf pour les agriculteungyéh du programme d'intensification des

céreales et pour les agriculteurs cultivant la pomme d= (EAO, 2009

Le Tableau(5) présente les doses d'azote et de phosphore recai@esaen fonction de la

pluviosité de la région concernée.

2.2.1Céréales

Selon les données collectées pour la période 19§@®ODjenane (1992), aussi bien pour
la zone nord que pour la zone sud des hautes pl8i@ifiennes, les engrais les plus utilisés sont
I'ammonitrate (33,%) puis le NPK, les engrais TSP, PK et DAP sont desd@atoire. Pour des
raisons de disponibilité sur le marché et d'auteésons (prix, transport, etc.), dans toute la
région de Sétif, les quantités d'engrais apportées\ariables aussi bien dans le temps que dans
I'espace. Durant cette période, ces quantités miétaie aucun cas, définies ni en fonction des
guantités d'éléments présentes dans le sol, ninetida des propriétés des sols, notamment leur

possibilité de stockage et leur pouvoir fixateur.



Tableau 5 Doses d'azote et de phosphore utilisées en fonction deviagité (INVA-ITGC,
1997.)

Pluviosité <400 mm 400-600 mm > 600 mm

Elément fertilisant N P2,0s N P20s N P20s
kg/ha

Jacheére travaillée 34 46 67 92

Fourrages 34 46 67 92 100 92

Légumes secs 67 92 100 92

Pomme de terre irriguée 34 46 67 92

Blé 34 46 67 46 100, 92

ITGC I. Institut Technique des Grandes Culture
INVA. Institut National de Vulgarisation Agricole.

Dans un travail mené durant les années 90 suafetstu phosphore dans les sols céréaliers des
hautes plaines Sétifiennes, la fertilisation photgghdans ces sols, telle que pratiquée, entrainait
un certain gaspillage. Elle ne profite pas totalement atagdu fait du fort pouvoir fixateur des
sols vis-a-vis de cet élément. Pour l'azote, il @ftite d'apprécier I'effet des doses proposées
(34 et 67 unités) car, d'une part, on n'était pasjal@les étaient respectées, d'autre part, on
ignorait, a I'époque, le contenu azoté initial dads.€En conditions expérimentales, il était établi,
dans la région, que la dose de 34 unités favorisendement en grains alors que la dose de 67
unités favorise la biomasse et donc la productiemtiere seche. Pour le potassium, on ne

disposait, a I'époque, d'aucune information.

Le Tableau(6) présente les éléments d'intensification des teclesi culturales dans les
exploitations céréaliéres. Environ un quart dedagtgtions céréalieres utilise des engrais et/ou

du fumier.



La jachere reste une technique culturale fréequemnoidisée: 286 915 exploitations céréalieres,

soit 48,7%, la pratiquent.

Les techniques culturales recommandées - et agglggdans les zones potentielles soumises a
des programmes d'intensification- ont permis unelleueé productivité. Dans le domaine
céréalier, la moyenne de rendement avoisine les kg0@lors que des pointes a 5000 kg sont
souvent obtenues. La moyenne conseillée d'utilisades deux principaux engrais (N eOF)
oscille entre 50 et 100 kg d'éléments nutritifs plas deux types d'engrais. Cependant cette
pratigue n'est pas généralisée. Elle n'est effeqtieechez les agriculteurs avertis et uniquement
au niveau des zones «potentielles» et pour unesiti&ale cultures annuelles assez conséquente.
La pratique de techniques de conduite plus ratitemdes cultures a stabilisé la production a un
niveau appréciable mais qui reste en deca dest@iiigs. L'utilisation des engrais est sirement

la technique qui a contribué le plus a I'augmentation degmeents des céréales.

Tableau 6 Eléments d'intensification des techniques culturale ANVCMI, 2002.)

Exploitations utilisant: Nombre Pour cent*
Semences sélectionnées 87 442 14,9
Semoir 62 193 10,6
Fumier 136 416 23,2
Engrais N et fOs 142 462 24,2
Herbicides 87 486 14,9
Pratiquant la jachére 286 915 48,7

* Pour cent par rapport au nombre des exploitations céréali
ITCMI : Institut Technique des Cultures Maraicheres dustrielles.

Il en est de méme pour la pomme de terre, ou ostas&iune utilisation intensive des engrais
(NPK) et dont les rendements oscillent entre 140etionnes par hectare en fonction des zones et
des degrés d'intensification et de conduite. La g allouée a la pomme de terre est certe
réduite par rapport aux céréales (100000 ha pamorapp3,5 millions d'ha) mais elle est tres

consommatrice d'engrais.



Dans toutes les conditions, I'engrais azoté respule utilisé, probablement de par son effet
instantané et remarquable sur les cultures de leéréd dont l'impact sur la culture est

mesurable (visible), a l'inverse des autres engi@is |'effet sur les cultures n'est pas apparent.
Un effort de vulgarisation est a faire dans ce gemg mettre en exergue la synergie et la
complémentarité des engrais. Dans les zones aficdesne-arides, le phosphore et le potassium

sont essentiels pour I'amélioration de la tolérance a l2sEsde et I'assimilation de I'azote.

2.3Consommation des engrais en Algérie

L'Algérie, malgré ses richesses, ses potentialitésegtcapacités, utilise peu d'engrais
comparativement au Margésmidal, 2004 (Figure 1). L'utilisation semble se stabiliser autou
de 45 unités d'éléments nutritifs/ha, mais resteegd des normes d'intensification des cultures
et d'amélioration de la productivité. Au long desméas, ce manque n'est expliqué que par la
pluviosité, certes un facteur prépondérant, maismigla profit par la faiblesse d'utilisation des

engrais, parametre essentiel de productivité et de qualite.

Actuellement I'agriculture algérienne ne consomme dO000 tonnes d'éléments
fertilisants environ par an alors que, selon la magemondiale, la consommation devrait se

situer a 850000 tonnes par an (Asmidal, 2004).

250

200 - i
= ’/\\\
® 150 o —s— Maroc
g —— TUunisie
é 100 —a— Algérie
-

£f) - =
- . : - T . - . . : .
1990 1991 1992 1993 1994 19495 49996 1997 1998 1999 2000
Années

Figure 1. Tendance de I'utilisation des engrais en Afrique du Nd@&q2000)(ASMIDAL, 2004)



A titre d'exemple, les besoins des 2,5 millions ddrest de cultures céréaliéres, a raison de 72
kg de N, 27 kg de s et 65 kg de KO par hectare, seraient de 410500 tonnes d'éléments
nutritifs (2,5 millions de tonnes d'engrais) dont 80Q00 tonnes, s 68000 tonnes et 10
162500 tonnes.

3. Action des éléments minéraux sur les plantes

3.1Les maladies de carenceElles sont dues a l'insuffisance d’'un élémentérah On peut

distinguer :

3.1.1.La carence absolueou primaire ; quand I'’élément manque dans le (@dpha et al,
2009).

3.1.2.La carence induite ou carence conditionnégquand I'élément existe en abondance
mais ne peut étre absorbé en raison des condpioysico-chimiques du sol. C’est souvent une
guestion de pH. Dans ce cas, il ne suffit pas d’app@élément pour qu’il soit assimilé. Car il

peut étre bloqué rapidement dans le @dpha et _al, 2009).
3.2Les toxicités

Une toxicité peut apparaitre quand les élémentsedeent trop solubles ou trop
disponibles. Cela se produit habituellement dans desditions extrémes: inondation,
engorgement et réduction; acidité, alcalinitt ou bien présence dune teneur

exceptionnellement élevée d’'un élément soluble ou asdilmi(Alpha et _al, 2009).
Deux mécanismes peuvent entrainer la toxicité d'un élément

> Soit il est absorbé et s’accumule dans la plante en empé&drafonctionnement normal.

» Soit il n'est pas absorbé mais sa présence darsolleou la rhizosphére empéche
I'assimilation d’autre éléments induisant ainsi dasences ; cet effet peut résulter de la
diminution de la solubilité de la précipitation délements utile, ou bien d’'un rapport
déséquilibré entre I'élément toxique et I'élémemitey ou encore la formation d'un

précipité a la surface de la racif@lpha et al, 2009).



C’est dans ce sens que s’inscrit un travail de ewtte ; il concerne I'évaluation des
effets toxiques des engrais sur les végétaux ; mwoss entrepris d'une part; I'étude de
impact de différents régimes de NPK sur les pames morpho physiologiques du blé ; et
d’autre part sur les parameétres métaboliques gtnestiques. En effet, trés peu de travaux de
recherche ont concerné I'étude de l'impact des en@taplus particulierement I'impact de ces
polluants sur ’lhomme et I'environnement. Dans cetexte la nous citons les travaux récents de
(Khaldi et_al 2009) qui montrent que le NPK a un effet inhibiteur la synthese de plusieurs

enzymes chez les plantes inferieyidsusses et Lichens

Notre choix s’est porté sur le blé, commmdel végétal,facile a cultiver et dont le
développement racinaire est rapide dans des conslitiovitro. En effet, ce modele s’adapte

facilement aux études d'impact des xénobiotiques sur Estagx.

Nous avons choisi les NPK pour leur large utilisatet sur 'absence de données sur la
réponse des racines vis-a-vis de cet engrais painie du métabolisme respiratoire fias elle

peu étudié.

Pour cela notre travail de these est structuré en quatre Gipitres :

Chapitre 1: Une introduction générale est consacrée aux gtubes interactions entre
contaminants de sol d’origine agricole et les plantes.

Chapitre 2: Une description de [I'évolution des parametres phofphysiologiques et
biochimiques du blé traité par différents régimes de NPK.

Chapitre 3: Etude des mécanismes biochimiques de défense metaim le systeme
antioxydant chez le bl€riticum durum.

Chapitre 4 : Description de [I'évolution des parametres médighes (photosynthese et
respiration du blé traité par différents régimes de NPK.



CHAPITRE 2:
PARTIE PHYSIOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE



2. Introduction

Le blé dur Tritcum durum Desj est une plante annuelle de la classe
des Monocotylédones de la famille des Graminées, laletribu des Triticées et
du genre Triticum (Feillet, 2000). En termes de production commerciadt
d’alimentation humaine, cette espéce est la deuxiérplis importante du
genre Triticum apres le blé tendre. Leur famille comprend 600 egnret plus
de 5000 especes (Feillet, 2000).

Il s’agit d'une graminée annuelle de hauteur moyenae dont le limbe des
feuilles est aplati. Linflorescence en épi terminake compose de fleurs
parfaites (Soltner, 1998).

Le systéme racinaire comprend des racines séminglesduites par la
plantule durant la levée, ainsi que des racines rathes qui se forment plus
tard a partr des noeuds a la base de la plante catstituent le systéeme
racinaire permanent (Bozzini, 1988). Le blé dur pdsséune tige cylindrique,

dressée, habituellement creuse et subdivisée en enibsnoe

Certaines variétés possedent toutefois des tigewingsl Le chaume
(talles) se forme a partir de bourgeons axillairaex noeuds a la base de la

tige principale (Bozzini, 1988).

Le nombre de brins dépend de la variété, des conditie croissance et de la densité de
plantation (Clark et _al2002). Comme pour d’autres graminées, les feuillesbldedur se
composent d'une base (gaine) entourant la tigened’partie terminale qui s’aligne avec les
nervures paralléles et d’'une extrémité pointue. Aintpd’attache de la gaine de la feuille se
trouve une membrane mince et transparente (ligidejportant deux petits appendices latéraux
(oreillettes) (Bozzini, 1988).



La tige principale et chaque brin portent une imffzence en épi terminal.
L’inflorescence du blé dur est un épi muni d’'un iagtortant des épillets séparés par de courts
entre nceuds (Soltner, 1998). Chaque épillet compbe glemes (bractées) renfermant de deux a
cinqg fleurs distiques sur une rachéole. Chaque fbeufaite est renfermée dans des structures
semblables a des bractées, soit la glumelle inféridlemma ou lemme) et la glumelle
supérieure (paléa). Chacune compte trois étamiresh&eres biloculaires, ainsi qu’'un pistil a
deux styles a stigmates plumeux. A maturité, le grdm pollen fusiforme contient
habituellement trois noyaux. Chaque fleur peut piredun fruit & une seule graine, soit le
caryopse (Bozzini, 1988). Chaque graine contientangel endosperme et un embryon aplati

situé a I'apex de la graine et a proximité de la base de la(8eltner, 1998).

1.2. Répartition géographique du blé dur et origine génétique

En ce qui concerne la localisation de la domesticatiu blé, on considérait jusqu’a
aujourd’hui qu’elle avait eu lieu dans le Croisstertile, vaste territoire comprenant, selon les
auteurs, la vallée du Jordanie et des zones adjacdatlalestine, de la Jordanie et de I'lraq,
voire de la bordure Ouest de I'lran. Sur la basdliglers éléments botaniques, génétiques et
archéologiques, que le creuset de notre cérealieustl situerait en une zone plus limitée dudit
Croissant fertile, localisée autour de I'amont dgr&iet de I'Euphrate, dans des territoires
actuels de la Syrie et de la Turquie. On croit gublé dur provient des territoires actuels de la
Turquie, de la Syrie, de I'lraq et de I'lran (Feldman, 2001).

Geénétiquement, le blé dur est allotétraploide (dggnomes: AABB), comptant au total
28 chromosomes (2n = 4x = 28), contenant le complémentdiEpdomplet des chromosomes de
chacune des especes souches. Comme telle, chageielgpainromosomes du génome (A) a une
paire de chromosomes homologues dans le génome (B), ddagjlecest étroitement apparentée
(Wall et al, 1971). Toutefois, durant la méiose, I'appariementadesmosomes est limité aux
chromosomes homologues par 'activité génétique de gehibsteurs (Wall et gl1971).



Les analyses cytologiques et moléculaires laissenecqoie les sous-especesldiicum
turgidumseraient issues de I'hybridation naturelleTditicum monococcurh. subspboeoticum
(Boiss) (synonyme Triticum urartu : AA, 14 chromosome) avec une espéce de blé diploide
inconnue contenant le génome (B) (Feldman, 19%@)Jon Kimber et Sears, (1987) une ou
plusieurs des cing espéces diploides de la se8itmpsisdu genreTriticum pourraient avoir
fourni le génome (B) aux blés polyploides. D’aprasdlyse moléculaire, le génome Tieticum
speltoidess’apparente plus au génome (B) du blé dur et dudnldre (Talbert et al1995). En
outre, I'analyse de ’ADN des chloroplastes montue §riticum speltoide®st probablement le
donneur maternel du blé dur (Wang_et &4B97). Le résultat de cette hybridation naturedie e
'amidonnier sauvageT¢iticum turgidumssp.dicoccoidegKorn.) (Thell)), qui a été domestiqué
plus tard sous la forme du blé amidonnigrit{cum turgidumssp.dicoccum(Schrank) (Thell)),
qui s’est répandu du Proche-Orient jusqu’aux gramdgions productrices de la Méditerranée et

du Moyen-Orient, y compris en Egypte et en Ethiopie (FeRI@00).

Des milliers d’années de culture et de sélectionatwouti & la formidable variabilité de
blé tétraploide issu de I'amidonnier sauvage. Unage nombre de sous-espéces ont donc été
caractérisées, principalement d’aprés les caracteogphologiques (Feldman, 200T)riticum
turgidum ssp. paleocolchicum Triticum turgidum ssp. polonicum Triticum turgidum ssp.
turanicum Triticum turgidumssp. arthlicum, Triticum turgidumssp. turgidum et Triticum

turgidumssp.durum

1.3. Le stress des Céréales

o Définition

Les stress environnementaux nés de la fluctuateanfacteurs abiotiquésécheresse,
salinité, basse température) affectent les conditim croissance et le rendement végétal, les
végétaux percoivent les signaux environnementalesetransmettent a la machinerie cellulaire
pour activer des mécanismes de réponses. La coaneissle ces réponses, basée sur la
transduction des signaux de stress, est danc ladessétudes visant a améliorer la réponse des
plantes cultivées dans différents strgssurent et Ahmed, 1991).



La voie de transduction du signal commence pareseeption de la membrane végétale,
suivi par la production de seconds messagers éaaleurs de transcription. Ces facteurs de
transcription contrdlent alors I'expression desegeimpliqués dans la réponse au stress, incluant

des changements morphologiques, biochimiques et physjoésy

e Source de stress

Il ya différents sources de stress aux quelle last@s peuvent étre soumises; principalement le

stress hydrique et le stress oxydant.
- Le stress oxydatif

L’'oxygene est un élément essentiel pour les orgaass multicellulaires parce qu'il
permet de produire de I'énergie en oxydant de laiema organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygéne en métabdtixiques : les radicaux librdsesgards,
2000. L'oxygene est a I'origine d’Espéces Réactives deye@ne(ERO) les molécules ayant a
la fois des effets bénéfiques et délétéres conduisda mort cellulaire. Pour se protéger de
cette toxicité et pour permettre aux ERO d’intervelains la réponse physiologique, les plantes
ont développé des mécanismes antioxydants contrbéartumulation des ERO ; on connait

plusieurs sources d’ERO dans les différents compartsrdenta cellule végétal€avier. 2003

Les ERO sont produites lors d’activités métabolggtelles que la photosynthése et la
respiration, et en réponse aux stress environnemeritauprincipale source est la chaine de
transporteur des électrons de la machinerie photéiique(PS) au niveau du PSI, le transfert
sur le dioxygene d’'un électron provenant des trareprs d’électron produit O A partir de
cette premiére espece formée, d’'autre ERO sont ppesduCette réaction évite que le
transporteur d’électrons de la chaine ne soie #olpit, limitant ainsi le phénomeéene de photo-
inhibition, cependant, dans des conditions de seassonnementaux, la production de ERO
lors de la photosynthése devient néfaste pour llalee Au niveau de la mitochondrie, les
transporteurs d’électrons de la chaine respimtsont également susceptibles de céder un
électron au dioxyde d’oxygene pour formeg O Ces réactions dites d’auto-oxydations des
complexes d’électron de la chaine respiratoire pétnaient de dissiper un excés d’électrons. Le

peroxysome est également une source d’ER@éxier, 2003



Lors de la photorespiration, la ribulose 1,5 biphosphaarboxylase/oxygénase peut
utiliser le dioxygene pour produire deux glycolategartir de ribulose 1,5 biphosphate. Le
glycolate est alors transporté depuis le chlordelgasqu’ au peroxysome, la glycolate
peroxydase produit alors le peroxyde d’hydrogéndramsformant la glycolate en glycoxylate.
Dans cet organisme, la 3 acide gras oxydase enthira oxydase sont également des enzymes

qui produisent respectivement® et G (Mittler et al, 2004).

- Le Stress hydrique

Le stress hydrique implique soit un déficit en @awr les plantes durant la saison de
croissance, soit un exces d’eau dans les sols. thsakeau (état de saturation), tout comme un
déficit en eau, affecte les rendements des cultures.excés d'eau peuvent engendrer une

détérioration des propriétés physiques du sol et les repllsmtulnérables a la dégradation.

Un stress hydrique est les conditions de I'envieament(liés a I'eau) qui entrainent une
diminution du développement et/ou de la qualit¢paeluit en deca du potentiel génétique de la
plante. Il est a noter qu’une contrainte hydrigeegénére pas systématiquement un stress, tout
dépond de l'acclimatation, et de I'adaptation dplémte, la tolérance et la stratégie qui permet
a la plante d’assurer ses fonctions physiologiquakyré une dégradation de son état hydrique.
Le maintien de la turgescence lors d’'un déficit ityae permet de retarder la fermeture des
stomates (Passioura, 1996& maintenir le volume chloroplastique et de rédigiriétrissement
foliaire (Medrano et al2003), cette aptitude confere a la plante unidleuee tolérance au

déficit hydrique interne.

Cette tolérance au déficit hydrique interne permmetfonctionnement prolongé de la
photosynthese. Les produits carbonés peuvent alkoes udilisés autant pour I'ajustement

osmotique que la croissance racinaire.

Une autre conséquence du maintien du métabolisrhersa sera une diminution de la
fréquence des épisodes de photo-inhibition. Au niwedlulaire, I'ajustement osmotique joue un

réle déterminant dans le maintien de la turgescence auedgibtentiels hydriques foliaires.



Les capacités d’ajustement osmotique sont variatileg les plantes et dépondent de la
variété, des modalités d’installation du déficit higde et de I'age de la feuill&odrigues et al
1993. Les solutés impliguésont essentiellement des ions inorganiques, dessssolubles, des
acides aminés et organiqufatakas et Noitsakis, 1999.a tolérance a la sécheresse est le
résultat de mécanismes physiologiques, biochimigieroléculaires complexes. L’'expression
de différents genes et 'accumulation de diversasgtes(l'ajustement osmotique) couplé a un
systéeme antioxydant sont souvent les principauxcamémes de tolérance au déficit hydrique
(Tardieu. 200%

* Influence du stress hydrique sur le rendement du il dur

Un stress hydrique se traduit par une réductionaderoissance de la plante et de sa
production par rapport au potentiel du génotype stdess hydrique précoce affecte en parallele
la croissance des racines et des parties aérielendéyeloppement des feuilles et des organes

reproducteurs (Debaeke _et, 4996).

Le rendement en grains chez le blé dépend forteohemtombre de grains par épi, du
poids de grains par épi et du nombre d'épis pafTmboi, 1990). L'effet du déficit hydrique sur
ces composantes et par conséquent sur le rendatdpeetyd du stade au cours duquel ce déficit
survient (Debaeke et all996).Ainsi, un déficit hydrique a la montaison se tragut la chute
du nombre d’épis par la régression intense des tailles et la baisseodwbre de grains par
épi. A la fin de la montaison, 10 & 15 Jours avasidiison, la sécheresse réduit le nombre de

fleurs fertiles par épillet (Debaeke_et, 4096).

Le manque d’eau apres la floraison, combiné a depédratures élevees, entraine une
diminution du poids de 1000 grains par altératierlalvitesse de remplissage des grains et de la
durée de remplissage (Triboi, 1990). Au cours du rempgksdas grains, le manque d’eau a pour
conséguence une réduction de la taille des graoka(dage), réduisant par conséquent le
rendement (Gate et all993). Ainsi, le risque de stress hydrique est-ilsgide presque durant
tout le cycle biologique de la céréale. Par ailleeirgpour bien se développer, la plante doit

disposer de mécanismes d’adaptation qui lui permettentpg®eer le stress hydrique.



* Mécanisme d’adaptation des plantes au stress hydug

Pour lutter contre le manque d'eau, les plantes Idppent plusieurs stratégies
adaptatives qui varient en fonction de I'espeagestconditions du milieu (Esquive, évitement et
tolérance) (Turner, 1986). La résistance d’'une planiee contrainte hydrique peut étre définie,
du point de vue physiologique, par sa capacité wisaret a s'accroitre et du point de vue
agronomique, par l'obtention d’'un rendement plusvé&lgue celui des plantes sensibles
(Madhava Rao et al2006). La résistance globale d'une plante au stigssique apparait
comme le résultat de nombreuses modifications pgbhgitues, anatomiques, morphologiques,
physiologiques, biochimiques et moléculaires quenagissent pour permettre le maintien de la
croissance, du développement et de la production (Hsis384).1

- Adaptation phénologique

Pour éviter les périodes difficiles pour la crorssa et le développement, certaines
variétés accomplissent leur cycle de développeraeant 'installation de stress hydrique. La
précocité constitue donc un important mécanismeitdi@ent au stress hydrique de fin de cycle
(Ben Naceur et g11999).

Dans ces conditions, les parametres phénologiquadapfation ou parametres de
précocité définissent le calage du cycle vis-adeis contraintes environnementales. La précocité
assure une meilleure efficience de l'utilisationl@au. En effet, en produisant la biomasse la
plus élevée, les génotypes a croissance rapide raatarité précoce utilisent mieux l'eau
disponible et ils sont moins exposés aux stresgra@mementaux que les génotypes tardifs
(Bajji, 1999). Le rendement en grains est positivememtrélé a la précocité d’épiaison
(Gonzalez et gl.1999). En effet, les variétés qui ont une vitesseréssance élevée ont la
capacité de mieux utiliser les sources nutritivela din du cycle de développement lorsque

celles-ci deviennent limitantes (Poorter, 1989).



La précocité de I'épiaison peut donc étre utiliséenme critere de sélection pour
ameliorer la production dans les zones seches. Clegstdes traits les plus importants dans

I'adaptation des plantes au stress hydrique (Ben Salah) E997).

- Adaptation physiologique
e La capacité photosynthétique

La cinétique de la fluorescence chlorophyllienne wtdisée pour étudier les effets des
stress abiotiques sur le rendement de la photossatlet principalement sur l'activité des
photosystemes PSII (Krause et Weis, 1991). Djekouwriagtchon, (1991) ont confirmé l'intérét
des mesurem vivo de la fluorescence chlorophyllienne pour I'étudd’déaptation des plantes

cultivées aux contraintes de I'environnement.

Les investigations basées sur des évaluations dedeescence chlorophyllienne ont
prouvé que le PSIlI est tout a fait résistant aesstrhydrique. Une grande partie du stress
hydrique a été orientée pour diriger les effetéad@eéshydratation sur les réactions biochimiques
de la photosynthése (Heitholt_et, 4991).

Pendant que les teneurs en eau des feuilles dintinuee diminution d'efficacité
photochimique de PSII et du transport d'électropreeluit (Giardi et a).1996). Ceci peut étre
dd aux dommages des centres de réaction de PSH, ppai également étre provoqué par la
diminution de la capacité de transport d'électron de PSh@Dd, 1994). La majeure partie de la
variation de [l'utilisation d'énergie pour la phdtmgie pendant un stress hydrique peut étre
expliguée en termes de variation de I'efficacitéadeapture d’électron par les centres ouverts de
PSII (Cornic et Fresneau, 2002). Yakhlef et Djeko@00Q) suggerent que la survie des plantes
au manque d'eau est en partie due a l'entretieta dapacité photosynthétique des feuilles,

permettant le rétablissement rapide des plantes suite@etnde de stress hydrique.



* Lateneur en chlorophylle

Il est clairement exposé dans la littérature quphatosynthése et les échanges gazeux
des feuilles sont affectés par plusieurs stresd, dansalinité, le stress hydrique, le stress

métallique, la compaction du sol, une nutrition inadéquate. (Eripathi et Tripathi, 1999).

Sous un stress hydrique, une diminution de la teaewhlorophylle est remarquée chez

le blé dur (Bousba et al2009). Pour limiter les pertes en eau par évaporatio aussi

'augmentation de la résistance a I'entrée du, @nosphérique nécessaire a la photosynthése,
I'’économie de I'eau se traduit par une turgescence relabies affectée par le stress conduisant
a une dilution de la chlorophylle (Slayter,1974). tapport chlorophylle (a/b) est un bon
indicateur du seuil de tolérance au stress hydri@agettouche, 1990). Tahri et ,a{1998)
mettent en évidence une augmentation de la temepiraéine foliaire sous l'effet du stress suivie
par un abaissement dans les teneurs en pigments chldimphydtaux (Chlorophylles a et b).

Les résultats de Tahri et ,a(1998)révelent une certaine proportionnalité, mais ingers
entre les teneurs en proline accumulées et lesiteea pigments chlorophylliens perdues. Ainsi
la variété qui accumule plus de proline est ausie qui connait la plus forte diminution de ses

teneurs en pigments chlorophylliens et vice versa (T&hti,d998).

*Mécanisme d’adaptation biochimique au stress

- Accumulation de la proline en condition de stress
L’accumulation de la proline constitue aussi unitaéie mécanisme de tolérance au
stress (Slama et aR004). L'existence chez les céréales d’'une variatidraspécifique pour
'accumulation de la proline sous I'effet du strégsirique suggeére la possibilité d’'une sélection,
sur la base de ce caractére, des génotypes quitaumenbonne capacité a survivre et un
rendement en grains stable en conditions hydridjogtantes (Bergareche et all993). Pour
cette raison, certains auteurs, Bellinger_et(a4P91) ont proposé I'accumulation de la proline

comme technique de sélection.



Selon un autre point de vue, 'accumulation de peoh’est pas une réaction d’adaptation
au stress, mais plutét le signe d’une perturbatiétabolique (Hanson et all977; Hermandez
et al,, 2000).

L’origine de la proline accumulée sous stress npest totalement éclaircie. Elle est soit
synthétisée de nouveau a partir de I'acide glutami@{slu) ou via l'ornisitole (Orn), qui sont
utilisés comme précurseurs (Samaras £t1895). Les hydrates de carbone peuvent étre des
facteurs essentiels dans I'accumulation de la mpeplcar la synthése des protéines est liée
automatiqguement au meétabolisme des glucides etrésfaration (dans le cycle de Krebs) par
lintermédiaire lo cétoglutarate qui forme le statut carbonique gausynthese de la proline
(Chaib, 1998).

L’'addition de I'ornithine dans le milieu de culeuaugmente la source de la proline par
lintermédiaire de I'enzyme ornithine amino-transfee (Chaib, 1998). Savourée et @995)
montrent chezArabidopsis que l'augmentation de transcrits de la P5CR (_letipe-5-
carboxylate synthétase) est corrélée a une augtimentie proline. De plus, cet auteur a montré
gue cette augmentation était directement reliéapplication du stress. En effet, lors de la phase
de récupération juste apres I'application du stdessontenu en proline diminue en méme temps
gue la quantité de transcrits correspondant a &3RP6 1- pyrroline-5- carboxylate synthétase).
L’induction de ce gene est directement reliée @tplation du taux de proline dans les cellules

en fonction du stress.

L’accumulation de la proline induite par les strgs=sut étre le résultat de trois processus
complémentaires : stimulation de sa synthésabition de son oxydation et/ou altération de la
biosynthése des protéines. (Tahri etl&98).

- Roles des sucres solubles

Les sucres jouent un réle prédominant dans laliee plante, ils sont produits par la
photosynthese, transportés vers les tissus profeadslisés vers la respiration ou convertis en

composés de réserve qui sont éventuellement dégradéssadestituants carbohydrates.



L’accumulation des sucres solubles est un moyen adoptéspalantes en cas de stress, a
fin de résister aux contraintes du milieu (Bajjiakt 1998). Les sucres ont été signalés comme
des osmorégulateurs potentiels (Kameli et Loséd51$anchez ail., 1999). lIs jouent un rble
important dans 'ajustement osmotique, lequel esticlré comme une réponse adaptative des
plantes aux conditions de déficit hydrique (Zhahgle1999)et stress salin (Ait Haddou ,2002 ;
Abdul, 2004).

lls peuvent protéger les membranes et les protéimetse la déshydratation en incitant la
formation d’une sorte de verre aux températuresiplygiques (David et al1998). Les sucres
accumulés pendant le stress vont probablemenuglisgs dans la croissance apres la levée de

cette contrainte (Kameli et Losel, 1995).

Selon Clifford et_al.(1998), I'accumulation des sucres solubles peutilte¥s d’'une
augmentation de I'hydrolyse de I'amidon puisqu’isit enregistré, simultanément, une
diminution de I'amidon et une accumulation de sus@sbles dans les tissus stresseés. IL a été
montré que le malate pouvait représenter plus & @8s sucres solubles dans les feuilles de
Renoncule alpine acclimatées a la combinaison fetidumiere, et que cette teneur chutait
significativement apres dé-acclimatation. Par ogjosi la teneur extrémement élevée en
ascorbate - molécule antioxydante - chez la Sol#amadpine semble moins dépendante des

conditions environnementales.

D'autres métabolites primaires, comme le méthyl-betgltidose, dont la présence en
grande quantité chez certaines espéeces alping®uwdsa fait nouvelle, ne sont peut-étre pas
directement impliqués dans les mécanismes photeqienrs mais pourraient jouer un role de

puits de carbone au sein des tissus photosynthétiques¢@bal, 2005) .

Le potentiel osmotique peut étre maintenu pourttess hydrique de faible ou moyenne
intensité, par ajustement osmotique. Les sucres pegeevir de composés solubles compatibles
pour cet ajustement osmotique, comme de nombreuses anolécules (proline, glycine-bétaine

ou pinitol).



D’aprés Bensari et al(1990) lorsque la contrainte hydrique cesse, ldléeteconstitue
les réserves d’amidon et si une nouvelle contrdigitique intervient, le temps d’adaptation est
plus court.

En effet, Hare et Cress, (1997¢marquent que les sucres glucose, fructose et le
saccharose représentent des osmoticums beauconp pupssants que la proline, ils participent

eux aussi au maintien de la balance de la force osmotique.

Par alilleurs, il a été observé que sous stress dquariles réserves amylacées sont
progressivement utilisées suite a leur conversigide en saccharose qui pourra étre associé a
une inhibition de la synthése de I'amidon (Geigegbeet_al. 1997). Ainsi, les enzymes liés au
métabolisme des sucres semblent avoir une impatamgjeure dans la tolérance au stress

hydrique (Geigenberger et ,d@997).

L'implication des sucres dans la tolérance au sthgslrique a été mise en évidence par
les corrélations observées entre le contenu emigsrsucres et I'acquisition de la tolérance
(Déjardin et al 1999).

De nombreuses études ont mis en évidence I'acctionulde sucres solubles lors de la
dessiccation. Une idée principale en ressort diftérsucres solubles peuvent étre présents dans
des tissus bien hydratés, mais le saccharose égrqmtiellement accumulé dans les tissus en
déshydratation (Dé€jardin et a1.999).

- Synthése des protéines liées a la tolérance au sse
Les protéines de stress jouent un role dans l'atlapt de la plante et de ce fait de

nombreux chercheurs abordent la résistance ais steed’isolement et I'étude de ces molécules
(Campalans et al1999). Schulze et al(2005) ont montré qu’une partie des protéines tegui

ont une fonction directe dans 'augmentation dwlérance au stress (protéines fonctionnelles),
d’autres ont une fonction dans la chaine de trastgmhu (protéines régulatrices) qui aboutiront a
la production de protéines fonctionnelles. La plumkas protéines a fonction directe sont des
aguaporines et des enzymes catalysant la biosyntti@smolytes (carbohydrates et acides

aminés).



5. Matériel et Méthodes

Notre travail s’est déroulé au Laboratoire de Tokagie Cellulaire de I'Université de

Annaba.

*Matériel expérimental

Le matériel expérimental utilisé dans notre travest un végétal comestible le blé

Triticum durumdont la variété est la G TA dur.
- Origine

La variété de blé dur G TA dur a été produite aM@¥ (Mexique) et obtenue par I' |
TGC (ferme de démonstration et de production deesess de Guelma). Elle est du pedigree
gaviots / durum. La variété de GTA durjRorovient de I'Office Interprofessionnelle des

Céréales (OAIC) et avec précision de la CCLS (Coopérde Céréales et de Légumes Secs).



5.1.

Caractéristiques morphologiques et culturales

Les caractéristiques morphologiques et culturalas regroupées dans le Tableau (7)

Caractéristiques morphologiques

Compacité de l'épi compact
Couleur de I'épi blanche
Hauteur de la plante a la maturité Moyenne
Caractéristiques culturales

Alternative hiver.

Cycle végétatif

cycle court (précoce).

Tallage fort.
Résistance :
Au froid résistante.
A la verse moyennement résistante.
A la sécheresse résistante.
Egrenage résistante.
Résistance aux maladies
- Rouille jaune : résistante.

- Rouille brune :

- Rouille noire ; résistante.
- Piétin verse :

- Piéton échaudage :

- Oidium :

- Septoriose :

-  Fusariose :

- moyennement résistante.
- résistante.
- résistante.
- résistante.
- résistante.
- résistante.

- résistante.




« Condition techniques
- Date de semis : fin de novembre —début Janvier.
- Date de semis (Kg/ha) :130-150.
- Fertilisation (11/ha).

* Azotée : 90a 100.
* Phosphatée : 90.

* Potassique : 46.

* Productivité
Rendement en grain optimal : 509 x /ha.
2.2 Matériel chimique

Le produit chimique utilisé est un engrais azot NPK, la molécule provient de I'Unité
Fertial d’Annaba.

Tableau8. Caractéristiques physique et chimique de NPK

FORME GRANULEE
Forme chimique N#Ds K0
Nom commercial NPK

Couleur Blanc griséatre
Conditionnement Sacs polypropylénes de 50 Kg

Condition de culture des graines

Les graines du blé sont cultivées selon la méttiédete par Kaur et Duffus (1989pix
graines sont d’abord choisies de fagcon aléatoirées sbnt traitées a I'hypochlorite de sodium



(10%) puis sont lavées abandoment a I'eau distillées, etiesensuite placées dans des boites de

Pétri de 9 cm de diamétre disposées sur du papier buvard, imbi&nal d’eau distillée.
Traitement des graines

Le traitement des graines est réalisé a partioldéans préparées a base de NPK sur une
période de 14jours. Les régimes choisies sf(ot5:0,1:0,1;(0,5:0,2:0,1;(0,5:0,3:0,)
et (0,5:0,4:0,1)

Mesure des paramétres germinatifs

Taux moyen de germination

Il est exprimé par le pourcentage des graines gespar rapport au nombre total des graines
par boites de Pétri. Rappelons que la germinati@engtains est considérée positive quant les

radicelles atteignent 5mm de longueur (Kaur et Duffl839).
Vitesse de germination
La vitesse de germination est déterminée par la fersuivante :
VG : (ngg £ jour )/1+(nggd™jour ) /2 +..+(ngg H™ jour )/n .(Haddad,2001) .
VG : vitesse de germination.
Ngg : nombre de graines germeées
Nombre moyen de racines

Chaque graine qui a germé est retirée de la beiteétri puis le nombre de racines est
déterminé. Le nombre moyen de racines est établi gmague graine, pour chaque condition de

traitement et pour le temps de germination.
Longueur moyenne des racines

Les graines sont délicatement retirées des bddeBétri puis a I'aide d’'un crayon on

marque les extrémités de chaque racines pour mesutgtesses longueur.



Mesure des parametres biochimiques
Détermination de la teneur moyenne en eau

Les teneurs moyennes en eau des racines et dessuge déterminées par le calcul de
poids frais (PF) de chaque échantillon avant ddgrena sécher dans I'étuve a 40°C. Le poids
sec est ensuite déterminé (PS) et la tenevaemrst calculée par la formule de Monneveux et
Nemmar, 1986.

X100

Taux (Q) :@

Détermination de la teneur moyenne en protéines

Les protéines totales sont dosées selon la métleodradford (1976). Cette méthode
utilise la BSA (Sérum Albumine Bovine) comme staddaprés séchage des échantillons puis
broyage et dilution des fragments dans l'eau ilidist le réactif de Bradford est ajouté et le
complexe formé est de couleur bleue ; il est endliitee au spectrophotomeéetre (JENWAY

6300) a la longueur d’'onde 595nm.
Détermination de la teneur moyenne en chlorophylle

Les teneurs moyennes en chlorophyi Bsont déterminées par la méthode de Rao et le
blanc (1965).L'extraction de la chlorophylle est réalisée paryhge de 1g de matiére fraiche de
la feuille de chaque échantillon qui est additémde carbonate de calcium et d'acétone (20ml a
80%). La solution obtenue est filtrée a I'abri dellaniere pour éviter ['oxydation de la
chlorophylle. On procéde ensuite aux mesures sgaitometriques (JENWAY 6300) a deux
longueurs d'ondeé\{= 645 eth,= 663nm).

Le calcul de la qualité de la chlorophylle est obtenug&rmule suivante :
*Chl a 12,7 (DO 663) - 2, 69 (DO 645).
*Chl b: 22,9 (DO 645) - 4, 86 (DO663). (Hiscot et Israelstam, 1978).

*Chl a+b: 8,02 (DO645) +20, 20 (DOB663). (Brown et White, 1986).



Détermination du taux de sucres solubles

Les sucres solubles totaux sont doseés par la neetleo8chield et Burnett (1966), les sucres
son extraits en milieu sulfuriqgue en présence d‘anth On dépose 100 ml d'échantillon dans
des tubes a essai, on leur rajoute 3ml d'éthanOP& & on les laisse reposer a la température
ambiante pendant 48 heures. Le réactif est prépbese de 0.2g d'anthrone dans 100ml d'acide

sulfurique pur et ceci au moins quatre heures avant l¢ déliosage.

On fait évaporer I'éthanol, on rajoute ensuiteedrildistillée dans chaque échantillon avant
de les chauffer au bain Marie a 70°C pendant 3Qutem 2ml d'extrait sont ensuit récupérés

pour le dosage au quel on ajoute 4 ml du réactif a I'argéh@0°C).

Le dosage est ensuite réalisé au spectrophotorEENRWAY 6300) a la longueur
d'onder= 585 nm.

Dosage de la proline

Le dosage de la proline est réalisé selon la ndétlie Monneuveux et Nemm#t986.
Le principe de la méthode consiste a prendre 108engnatiére fraiche ; le couper en petit
morceaux puis l'introduire dans un tube a essajquta ensuite 3ml de méthamol a%8@t

chauffer le mélange au bain Marie a la température te @&ndant 1 heure.

On procede ensuite au refroidissement : on préléew de la solution, auguel on ajoute
1ml d’acide acétique et 1ml d’'un mélange conten&h20 ml d’eau distillée ; 300 ml d’acide

acétique, 80ml d’acide orthophosphorique); on ajoutenéfimg de ninhydrine.

La solution est porté a ébullition pendant 30 ruisqu’a la coloration au rouge ; on
refroidit la solution puis on ajoute 5 ml de toleést on procéde a I'agitation du mélange ; deux

phase se séparent :

Phase supérieure contenant la proline et une ph&seure dépourvue de proline. On
aspire la phase supérieure et on procéde a sadiasition grace a I'introduction du MO, On
dose ensuite les échantilloldNEWY 6300 a la longueur d’'onde de 528 nm.



La courbe d'étalonnage est obtenue grace a un geelanide acétique, eau distillée,
acide orthophosphorique et ninhydiinel’équation permettant I'obtention de la courbe
d’étalonnage est=0,027X



6. Résultats

Introduction

Dans cette partie, nous avons proposons d'étudis¥fpanse de notre modele végétal ;
vis-a-vis des différents régimes de NPK et ce a dan mieux connaitre les éventuelles

variationgperturbations physiologiques/eti métaboliques.

Pour cela, nous avons procédé a la déterminagsrpdramétres physiologiques de la
germination tels le pourcentage de germination, tesse de la germination, le nombre moyen
des racines, la longueur moyenne des tiges et deesa Une deuxieme partie concerne I'étude
de l'effet du NPK sur les paramétres métaboliqtels les teneurs moyennes en eau des racines
et des tiges, les teneurs moyennes en protéindsst@ia niveau racines et des tiges, les teneurs
moyennes en chlorophylleed bau niveau feuilles, les teneurs moyennes en stut@sx et en

proline au niveau racines et des tiges.

Effets des différents traitements NPK sur la croissnce et les paramétres

physiologiques de la germination.

Effets sur les pourcentages de germination

La Figure (2) représente les résultats obtenus concernant fets efu NPK sur le

pourcentage de germination des graines de blé.
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Figure 2 : Effets de différents régimes NPK sur le taux mogen germination des

graines de blé au temps de germinatfégh). P=0.031.

On constate que le NPK utilisé aux proportions (®,2 : 0,1) est sans effet significatif
sur le pourcentage de germination Cependant ; asesd(0,5 :0,4 :0,1) de NPK, le pourcentage

de germination est diminué d’une maniére significatived(83])

Effets sur la vitesse de germinationles valeurs des vitesses de germination des graines de
blé sont représentées dans la Fid@ye
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Figure 3: Effets des différents régimes de NPK sur la vitesse de gation des graines de
blé au temps de germinati(g6h).

Nous constatons que les graines témoins et @i@wises au régim@,5: 0,1 : 0,1de
NPK présentent des vitesses de germination idesgivG=7). A la deuxieme proporti¢d,5 :
0,2: 0,1, la vitesse de germination diminue prés de 25%a proportion (0,5: 0,3 : 0,1Lde
NPK la vitesse de germination diminue encore poi@iradre 5, et a la proportion(0,5 : 0,4:
0,1) de NPK une forte baisse de la vitesse de germimast observée, elle est de 50% par

rapport aux témoins.

Effets des traitements NPK sur le nombre moyen deacines: I'évolution du nombre
moyen de racines des graines de blé, traitées fi@redits régimes de NPK est représentée dans
la Figure(4).
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Figure 4 Effets des différents régimes NPK sur le nombre moyeaalees de blé.

La figure (4) représente les résultats obtenus concernant lets &PK sur le nombre
moyen de racines isolées a partir des graindgéesiNous observons que les graines témoins et
celle traitées par le régim@,5: 0,2 : 0,1 de NPK présentent une moyenne de 4 racines par
graine. Le traitement par la proportitih5 : 0,1 : 0,1de NPK diminue ce nombre d’'une maniére
significative a 3 racines, il en est de méme posiglaines traitées par la proporti@5 : 0,3 :

0,1) de NPK. Au dernier régime ; a savdDd,5 : 0,4 : 0,1Lde NPK, le nombre moyen de racines
est diminué d’'une maniére tres hautement signifieadont(P=0,00), cette diminution est de
'ordre de 75%.

Effets des traitements NPK sur la longueur moyennele racines: Les variations des
longueurs moyennes des racines des graines dedbldep différents régimes NPK sont
représentées dans les Figumst(6).
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Figure 5: Effets des différents réegimINPK sur la longueumoyenne des racines de
apres 7jours degaitement

Les longueurs moyennes des racines des graine# dénoins présentent une vali
moyenne de 4.56cnkn présence de NPK uil réduction significativeest observg, elle est de
'ordre de 20% cette réduction atteint les 40% a la propori(0,5: 0,2 : (1) de NPK. A la
proportion(0,5: 0,4 : 0, la baiss enregistrée est hautement significatdat F=0.002 ; elle
est de I'ordre de 80%.
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Figure 6: Effets de différents régimeNPK sur la longueurmoyenne des racines de
apres l4jours deaitement



On constate que les graines témoins ont dévelopies racines dont la longueur
moyenne atteint 8 cm. Ainsi le contact avec l&KNiPovoque une stimulation de 10% de la
longueur moyenne des racines. Une baisse tres hanttesignificative (P=0,00}, cette
diminution est de l'ordre de 50% pour les promorsi comprises entr@,5:0,2 :0,1 et
(0,5:0,4 :0,1de NPK par rapport aux valeurs obtenues chez les racinentesbiobservées.

Effets des traitements NPK sur la longueur moyenndes tiges

Les effets des traitements par le NPK sur la camiss des plantules issues des graines de
blé a travers la détermination des longueurs mag®es tiges de blé sont représentés dans les
Figures (7) et (8).
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Figure 7: Effets des traitements NPK sur la longueur mogemtes tiges des plantules
issues des graines de blé aprés 7jours du traitement.

On constate que la longueur moyenne des tigesldegijes issues des graines témoins
atteint 5,62 cm. A la proportigi®,5 :0,1 :0,1de NPK la longueur moyenne des tiges atteint 7.21
cm. Une réduction hautement significatiy®=0,002 aux proportions(0,5:0,4:0,1 et
(0,5:0,3:0,1 Cette réduction est de I'ordre de%a0
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Figure 8: Effets des différents régimes NPK sur la longueaupyenne des tiges des
plantules issues des graines de blé aprés 14jours de @aitem

D’aprés cette figure, on constate que les longuewsgennes des tiges des plantules
issues des graines témoins atteignent 10,16 cnnéfpso conséquent mois élevées que celles
obtenues dans le cas des plantules traitées((par:0,1:0,1 de NPK, a la proportion
(0,5:0,2:0,1 de NPK une réduction prés de 20% est observieeest suivie d’'une baisse de
35% des longueurs des tiges de blé traitées paédene (0,5:0,3:0,1 de NPK et une
réduction hautement significatiye=0.001 des longueurs moyennes des tiges des plantules es

obtenue a la proportiaf,5 :0,4 :0,1du NPK, celle ci est de I'ordre de 50%.



Effets des traitements NPK sur les paramétres bitémiques de la germination
Effets sur la teneur moyenne en eau des racines.

Les effets du traitement par le NPK sur les teneurgennes en eau des racines de blé
sont représentés sur les Figui@set (10).
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Figure 9. Effet des différents régimes NPK sur la teneuy@mme en eau des racines des
graines de blé apres 7 jours de traitement.

On constate que les racines des graines témomtgeonent prés de 94.73% d’eau. Le
traitement par le régim@,5 :0,1 :0,1de NPK tend a faire augmenter cette quantité de/os
proportion deg0,5 :0,3 :0,1 NPK, prés de 20% de perte d’eau est enregistréa. pkdportion
(0,5:0,4: 0,1 de NPK la perte d’eau est plus élevée ; cette antien hautement significative
(P=0.007. Cette augmentation est de I'ordre de 30%.
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Figure 10 Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenneledesa

racines des graines de blé apres 14 jours du traitement.

On constate que la teneur moyenne en eau dessdémeins est de 93%. Le traitement
par le régimg0,5 :0,1 :0,1 de NPK ne semble pas trop modifier cette teneadr latproportion
(0,5:0,2:0,1 la baisse enregistrée est faible (5%) mais saatife (P=0,024, enfin, a la
proportion(0,5 :0,4 :0,1 de NPK, la teneur moyenne en eau enregistréeee®b%. C'est-a-dire

une perte significativéP=0,024 ; cette diminution est de 10%.

Effets des traitements NPK sur la teneur moyenne esau des tiges de blé.

Les effets des traitements NPK sur les teneurs nmggeen eau des tiges des plantules
sont représentés sur la Figytd).
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Figure 11 Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenneledessatiges
des plantes.

On note que les teneurs en eau enregistréesehéges des plantules témoins atteignent
les 90,02%, ce taux est faiblement modifié en présdonaggime(0,5:0,1: 0,1) NPK avec une
différence non significativgP>0,05). En présence des deuxiemes proportions delistartile
taux enregistré est de 88%, il en est de mémelpqaroportion(0,5: 0,3 0,1) NPK et il atteint
87.45% a la proportiorf0,5 :0,4 0,1) NPK. Cette perte d’eau n’est pas significative avec
(P>0,09.

Effets des différents traitements NPK sur la teneumoyenne en protéines totales.

L’effet du traitement par le NPK sur les teneurs moyenngsa@gines totales des racines
et des tiges de blé est représenté dans le Tableau 9.



Tableau 9 Teneurs moyennes en protéine totales des racines etateaprgs 7 jours de
traitement NPK.

NPK Teneurs moyenne en protéines totales (ug/g PS)
(p<0.001)
Tiges Racines

0 15.56 + 0.0306 10.10 + 0.0710
(0,5:0,1:0,1) 20.72 +0.0636 10.20 + 0.1350
(0,5:0,20,1) 9.97 +0.0473 11.6 +0.0670
(0,5:0,30,1) 5.38 £ 0.0200 15.22 + 0.3010
(0,5:0,40,1) 5.31 +£0.9870 18.60+ 0.4970

On constate que le taux des protéines totalesule glevé est enregistré chez les tiges
traitées par le régim@,5 :0,1:0,1) NPK, ce taux a tendance a diminuer d’une mani&e tr
hautement significative avex®,001 a la proportiof0,5 :0,20,1) NPK. A la proportion (0,5
:0,40,1) NPK, une diminution trés hautement significativea ebservée(P<0,00]). Cette
diminution est de I'ordre de 30%.

Concernant les racines, nous avons mis en évidemeeawugmentation trés hautement
significative (P<0,00]) des teneurs moyennes en protéines, cette augnoensdteint les 50% a

la proportion(0,5:0,4:0,1).

Effet des différents traitements NPK sur la teneumoyenne en chlorophylle aet b
au niveau des feuilles :

L'effet du traitement NPK sur les teneurs moyenaeshlorophylles &t b au niveau

des feuilles des plantules sont représentés dans lese$itR)ret(13).
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Figure 12 Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenmhlenophylle a b

et (a+b) au niveau des feuilles aprés 7jours de traitement.

Nous constatons que les taux moyens de chloropayleegistrés chez les feuilles des
plantules témoins et ceux traitées par la propofidn0.1:0.1) de NPK sont de I'ordre de 9 ug/g
PF, ce taux augmente d’'une maniére dose-dépendmojg'a atteindre une valeur de 9.50 pg/g
PF par rapport au témoin, concernant les taux mogenshlorophylle_benregistrés, nous
constatons une augmentation significa{ive0,05) ; ce taux varie d’un minimum de 4 ug/g PF
chez les feuilles des plantules témoins a 15 ud@/chez les feuilles des tiges traitées par
(0,50,20,1) NPK. Aux proportions(0,5 0,4 0,1) NPK, une augmentation trés hautement

significative(P<0,001) par rapport aux témoins, cette augmentation est des’de 50%.

Concernant les teneurs moyennes en chlorophylle ),(aflous constatons une
augmentation continue et dose-dépendante. En effez les témoins, la teneur est de I'ordre
de 23 pg/g PF et chez les traités aux proportf0rs0,2.0,1), elle est de I'ordre de 26.79 ug/g
PF. Chez les feuilles traitées aux proporti¢f$:0,4:0,1), nous avons mis en évidence une

teneur proche a la valeur obtenue chez les plantules t&moin
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Figure 13 Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenmhlenophylle a b

et (a+b) au niveau des feuilles aprés 14 jours de traitement.

La Figure(13) représente les résultats obtenus concernant fets efes différentes

proportions NPK sur les teneurs moyenne en chlorophgllest (a+b) au niveau des feuilles.

Nous constatons que les taux moyens de chlorophydieregistré chez les témoins est
de 6,62 ug/g PF, cette valeur diminue d’une manigrefeative (P=0,039 pour atteindre une
valeur de 3,5 pgu/g PF aux proportid8s:0,3.0,1) NPK. Aux proportiong0,5:0,20,1) NPK,
le taux moyen de chlorophylleadgteint 6.43 pug/g PF, cette valeur est équivalente a dabawe
chez les plantules traitées par le NPK aux propor{i@3€0,4:0,1).

Pour la chlorophylle bles taux enregistrés sont stable chez les feudks plantules
témoins et celles traitées par les proportiof®s5.0,1:0,1) et (0,50,20,1). Pour les feuilles
traitées paf0,5.0,30,1) de NPK, la baisse des teneurs en chlorophykaregistrée est environ
50%. A la proportion(0,5:0,4:0,1) de NPK, ces taux atteignent une valeur proche de 6 pg/g PF.

Concernant les teneurs moyennes en chlorophylle tatales avons mis en évidence une
diminution d’'une maniére significatiy®=0,029 et dose-dépendante avec respectivement 16,53
Hag/g PF chez les témoins et environ de 14,74 ug/ghBE les feuilles traités aux proportions
(0,50,40,1).



Effet des différents traitements NPK sur la tenar moyenne en sucres totaux

L’effet des différents régimes NPK sur les teneuts/@mnes en sucres totaux au niveau

des racines et des feuilles sont représentées dans lesFElgurel6), (17) et(18).
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Figure 14.Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenne@estotaux au
niveau des racines aprés 7jours de traitement.

Nous constatons que les teneurs en sucres tetaagistrés chez les racines témoins
sont de 97.14ug/g PF, le traitement par les régimek 0,5 0,1 0,1) et (0,5 0,2 0,1) a
tendance a diminuer Ces taux de maniére hautengmificative (P=0,01) par rapport aux
témoins, chez les racines traitées @& 0,3 0,1) et (0,5 0,4 0,1) NPK, on note une
augmentation hautement significatif/g=0,01) par rapport aux témoins, cette augmentatbn e
de l'ordre 4066 .
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Figurel5Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenne easstataux au
niveau des racines aprés 14 jours de traitement.

La Figure (15), met en évidence une augmentation-désendante des sucres totaux. En
effet, les teneurs en sucres totaux enregistrés lesaacines témoins atteignent une valeur de
99.47ug9/g PF, cependant le traitement par les différrégimes NPK a tendance a augmenter
d’'une maniére hautement significati{ffez=0,002 des taux moyens des sucres totaux par rapport

aux témoins. Cette augmentation est de I'ordre de 50% apgrtions (0,5: 0,4: 0,1) NPK
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Figure 16. Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenne@pstotaux au

niveau des tiges aprés 7jous de traitement.

La Figure (16) illustre, I'évolution des teneurs en sucres totamegistrés chez les
feuilles des plantules. Nous constatons que leetraht par les différentes proportions NPK
augmente le taux des sucres totaux de maniereatdsrhent significativ@?=0,001 par rapport
aux témoins. En effet, chez les feuilles traitées lagoroportion(0,5:0,4:0,1) NPK, le taux

moyen de sucres est de 450.23 ug/g PF alors que chez lesstém@ist que 177,1 ug/g PF.
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Figure 17.Effet des différents régimes NPK sur la teneur moyenne easstataux au
niveau des feuilles apres 14 jours de traitement.

La Figure (17), met en évidence une augmentation-dégsendante des sucres totaux. En
effet, les teneurs en sucres totaux enregistrés lekdeuilles témoins atteignent une valeur de
177,1 ug/g PF, cependant le traitement par lesrdiffé régimes NPK a tendance a augmenter
d’'une maniere tres hautement significat{fR=0,000 des taux moyens des sucres totaux par
rapport aux témoins. Cette augmentation est derBod# 47% aux proportions (0,5:0,4:0,1)
NPK.

Effet des différents traitements NPK sur la tenar moyenne en proline:

L’effet des différents régimes NPK sur les teneucs/@mnes en proline sont représentés
dans les Figured 8) et(19).
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Figure 18.Effet des différents traitements NPK sur le taux moyen déinprau niveau

des racines.

Nous constatons que les taux moyens de prolingyisimés chez les racines issues des
graines témoins de l'ordre de 30 pug/100g PF, ces dagmente de maniére dose-dépendante
jusqu’a atteindre une valeur proche de 120 ug/FPag la proportiori0,5:0,4:0,1) NPK, cette
augmentation est tres hautement significatRe0,000, elle est de I'ordre de 75% par rapport

aux témoins.
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Figure 19.Effet des différents régimes NPK sur le taux mogerproline au niveau des
tiges.

La Figure(19) représente les résultats obtenus concernant fess ees différents

traitements NPK sur les teneurs moyennes en proline aidese

Nous constatons que le taux moyen en prolinegesiré chez les feuilles des plantules
témoins sont proches de 17ug/ 100gPF, ce taux augndent@aniére dose-dépendante en
fonction des différents régimes NPK jusqu’a atteendne valeur proche de 88 pg/ 100gPF soit
une augmentation trés hautement significative dont P=08006&te augmentation est de I'ordre

de 75% aux proportionf),5:0,4:0,1) NPK par rapport aux témoins.



3. Discussion

Dans cette partie de notre travail, nous avonsi@&tadéponse biologique de notre modele
végétal a savoir les grains de blé vis-a-vis unokétique connu pour son influence sur le

rendement mais d’'un point de vue purement physiologique.

Nous avons déterminé les effets NPK sur le pouacgntle germination ;uonous avons
observé ainsi une diminution de ce parametre pdigrement au régimé0,5.0,4:0,1) (20%).
Nos résultats sont en parfait d’accord avec lasatix de Savoie et Smitf1997 qui ont

montré que la germination diminue avec l'augmentatioa dericentration en Azote.

Concernant le deuxiéme paramétre de mesigavair la vitesse de germination nous avons
enregistré un effet plus marqué aux proportions @9,1) de NPK montrant ainsi que les
variations des concentrations en ces trois élénfiint®, K) pouvaient avoir un effet négatif sur

la croissance de la plante indiquant ainsi une toxicité.

Concernant les variations du nombre de racinespostate que les graines de blé sont tres
sensibles aux différents régimes de NPK. Il en esn@me pour les longueurs moyenne des
racines.et des tiges. Ceci pourrait étre expliqué da présence de phosphore a induit une
inhibition de la croissance des tigesmme le montrent les travaux ®illiam et Hopkin,
(1999.

La longueur des racines est eégalement affectédeparfortes doses de NPBe telles
réponses ont été confirmée par Kelly et @l979) qui ont constaté que I'allongement racmair
est affecté négativement en fonction de conceatratcroissantes en Cadmium du sol. De plus,
Epron et al(1999) qui ont travaillé sur le chéne ont montige tgs traitements salins modérés et
élevés pouvaient altérer fortement I'élongation d&nes. Ceci montre que ce parametres est un

trés bon indicatedtiomarqueur de la pollution.

Selon Khurth et al(1986), la réduction de I'élongation de la racinelpasalinité peut étre due a
I'inhibition de I'extension des cellules suite a la dimiootde la turgescence.
Cette perturbation observée chez les graines deséoiit due aux effets des trois éléments

combinés (N, P, K) mais en fonction de leurs conediotns sur le déclenchement de diverses



activités enzymatiques a l'origine du démarragepohcessus germinatif. Les travaux d’autres
auteurs (Clijsters etl. 1999, Van assche et Clijisters ; 1990). Vienneptger les résultats dans

notre travail.

Chez le poisPisum sativumla nature des réserves est principalement proidigpouvant
atteindre 40%. Dans un premier temps, il a été déahezMedicago truncatuldune autre
légumineuse) qu’un flux massif d’azote est libésnglla graine lors de la germination. Les
fortes concentrations en azote (sous forme ammolibre) sont toxiques pour les cellules qui
doivent en étre débarrassées. L'azote est alomvidésgiour former des acides aminé&st la
détoxication. (Lafon edl ,1988)

Dans un deuxieme temps, il est également proposé quétabolisme d’acides aminés est
trés actif au cours de la germination. lls contribi@rt non seulement a une synthése protéique,
mais également a fournir des nutriments pour Igssamce des nouveaux tissus et a la synthése

de sucres dans la graine. (Laforakt1988).

L’autre aspect de notre travail, concerne les tenenrsau. Nous avons mis en évidence
une diminution de la teneur moyenne en eau des ggyeles racines, L'effet NPK sur le blé
n'apparait qu’au dela la proportio(0,5: 0,3: 0,1) confirmant ainsi les résultats de Bennaceur et
al, (2001). La teneur en eau relative dans la feuille estamibdicateur de I'état hydrique; elle
diminue légérement chez les génotypes stresséa. eetemarque particulierement quand le
matériel végétal est soumis au régif@é:0,4:0,1) de NPK. Ces résultats démontrent que le NPK
influence ce paramétre qui diminue. En effet, 'ab8ompd’eau est maintenue a un niveau
suffisant pour éviter la déshydratation des tisdesla plante, pour établir le phénomene de

succulence et pouvoir diluer le plus d’osmolytes possibles

Ainsi, il apparait selon nos résultats que la paatieienne est plus affectée que la partie
racinaire. Pour s’adapter au manque d’eau et maintbgdratation et la turgescence de ses
tissus, la plante va faciliter I'entrée d'eau aueaiw des racines. Soit en augmentant la
conductivité hydraulique (composition membranaoe)en effectuant un ajustement osmotique

(contréle des concentrations en solutés). Ces gieatémises en ceuvre pour maintenir



’lhoméostasie en condition de stress hydrique @igiee sont consommatrices d’énergie et de

ressources qu’elles détournent au dépend de la croiddauioeis, 2005).

Selon plusieurs auteurs une baisse de la teneaakmes organes de la plante est souvent
notée lors d’un stress métallique (Barcelo et Poschanti@890 ; Pandolfini et al1992). Celle-
ci est a la base d’'une diminution de la pressiortulgescence et de plasticité pariétale des
cellules, responsable d’une activité mitotique failblonc d’'une réduction de la croissance
(Maroti et Bognar, 1991).

L'effet du traitement NPK sur les teneurs en eaund&e modele biologique pourrait
s’expliquer par I'effet des éléments pris séparémansi il a été démontré que l'application de
Cd, de Pb ou de Ni entraine une fermeture des stan{Bazzaz et al1975) aboutissant a une
diminution de I'activité transpiratoire et une reggton du flux hydrique ascendant (Costa et al.
1994). Cette restriction a l'intérieur des vaisseduxyleme est due a une réduction du diametre
voire une obstruction de ces vaisseaux suite a&aadlilibre hormonal induit par ces derniers et

qui serait a la base de l'inhibition de la croissance eétki(Lane et al.1978).

D’autre part nos résultats ont mis en évidence une augmenta la teneur moyenne en
chlorophylle_ ab et par conséquent a+b. ceci est un parfait d’accord aveavasixrdeZhang et
al. (1997 que montres que la fertilisation azotée stimulsylethése de la chlorophylle mais non
la photosynthése. Selon Ernez et Lannoye (1991jgi&lon de I'état physiologique des plantes,
causée par des conditions défavorables de I'envinment, se refléte rapidement au niveau des

sighaux lumineux et thermiques émis par les feuilles.

Les métaux lourds peuvent interférer avec les psacephotosynthétiques d’une maniere
direct via une inhibition des enzymes de synthésdadchlorophylle (Padmaja et.,aB90 ;
Chugh et Sawhney, 1999). La diminution de I'activiifotosynthétique, lors d'un stress
hydrique, est en relation avec la fermeture desates (Tabaeizadeh, 1998). Selon les travaux
de (Reichman, 2002), Les teneurs en chloroplgllb et totale ont été réduites sous une

concentration élevé en Cu. Les travaux de Heckmaal. €1987), montrent que I'absorption



excessive des métaux lourds par le sajgte a un amendement par les boues résiduairaiseinh

la photosynthése et la fixation dy.N

Une diminution de la photosynthése apparente, iadpdtr la présence de Cd dans le
milieu de culture, est observée chez les végétapérmurs (Gallego et al1996, Moustakast
al., 1997, Chugh et Sawhney, 1999, Singh _et 2006, Sebartai, 2008 ). En effet, il a été
démontré aussi, que l'action toxique se traduitlgpaubstitution du Mg par les métaux lourds
dans les molécules de chlorophylle (Cu, Zn, P, K..), weréduit la photosynthese. Un effet
secondaire de l'inhibition de la photosynthéselp&u est une augmentation dans la production
de radicaux libres et par conséguent une augmentdéins taux de sénescence des feuilles suite

a un stress oxydative (Luna_et, d1994).

Les concentrations toxiques des métaux lourds kontsultat d’une inhibition des
photosystémes | et Il et donc une baisse dansdtbgynthese. Des résultats comparables ont été

rapportés par Chugh et Sawhney (1999) pour des planiisuta sativunen présence du Cd.

Plusieurs auteurs ont constaté une réduction desophylles sous I'effet d’'un stress
salin (Almeida viegas et .all999) .

La réduction de la chlorophylle sous stress gadint étre attribuée a une augmentation
de l'activité de I'enzyme chlorophyllase ou I'intgation de la structure fine de la chloroplaste et

l'instabilité du pigment (Djanaguiraman _et, &006).

Concernant les teneurs moyennes en protéines tatadzsles tiges; nous avons mis en
evidence une réduction de 33.92 % de ce parameétrepeopertion (0,50,4:0,1), en d’autres
termes le NPK provoque une forte perturbation deyfghése des protéines ce qui ce traduit par
une réduction du contenu protéique comme le stippués travaux de Rabe et kre@l®979). au
contraire, au niveau des racines traitées ; nous awvnsen evidence une stimulation de la
synthese protéique qui s’expliquerait par le faie da présence de NPK a l'intérieur des tissus
stimule la synthese de nombreux enzymes entre aalies intervenant dans la détoxification
selon les travaux de Shraddah e{(2004).



Dans ce travail nous nous sommes également intéress@&nauaé¢n proline en présence
du NPK ; nous avons ainsi mis en évidence une faugmentation de ce paramétres connu
comme étant un biomarqueur de stress.( Panda, B#BKhaled et al2003; Abdul, 2004 ;
Leprince et al.2004). Cette aptitude des plantes a la synthéad’atcumulation de la proline
n’est pas spécifique seulement aux kelée I'est aussi pour de nombreuses glycophytesz
pois (Bar-Nun et Poliakof-Mayber,197%prge HordeumvulgareL. (Buhl et Stwart,1983), la
feve (Belkhoudja ,1996) &licotianatabacum (Rhodes et Handa,1989).

Certains auteurs (Zid et Grignon, 1991 ; Singh et24l0§, pensent que les quantités
accumulées pourraient étre liees au niveau dearutéraux stress et cette forte accumulation
n'est autre qu'un signe de perturbation conforméménce que Larher et al1993, in
Hermandez, 2000) ont montré plutét qu’'une adaptafdmsi, I'accumulation de la proline est le
résultat de l'inhibition de Il'assimilation du GQViégas et Gomes Da Silveira, 1999) et
laugmentation du catabolisme des protéines (Viegasomes Da Silveira, 1999 ; Lluch et al

1995 in Ben khalled et al2003 ) et/ou une synthése de nouveau de cet acide aminé.

D’autres résultats montrent une liaison entre facdé d’accumulation de la proline et la

minimisation de la baisse de rendement en grain sous Byréisgue (Addad et a/2005).

Chez le blé, une grande accumulation de prolinecesélée a une diminution en
pigments chlorophylliens totaux (a+b) et vice veesacette corrélation est négative pour ces
deux parametres. Ces résultats suggérent I'existdiuce connexion vraisemblable entre les
voies de biosynthése des pigments chlorophylligrdeda proline. Une compétition entre ces
deux composés sur leur précurseur commun, le gliéamaut étre a I'origine de cette évolution
( Reddy et Veeranjaneyulu, 1991, cités par Kavi Kishorl e2@05).

Les résultats que nous avons obtenus concernattriesrs moyennes de sucres montrent
des taux croissants pour le blé. Cela pourrait éfrea un stress osmotique en réponse au
traitement par le NPK. (Stiborova_et #D88).



De nombreuses études mettent en évidence une detiomuwle teneurs élevées en sucres
solubles chez différents types de plantes soumisdifféients stress : hydrique (Mefti et.,al
1998 ; Kameli et Losel, 1995) ; salin (Zid et Grignd991), osmotique (Abdelkrim et ,a2005)
et métallique (Bouchelaghem et.,aR011).Cette augmentation est en réalité un parameétre
d’adaptation aux conditions de strg3ahri et_al 1998), permettant de constituer une garantie
pour le maintien d’'une intégrité cellulaire éle\(@efti et al, 1998).en effet, les sucres peuvent
protéger les membranes et les protéines contrédhydratation en incitant la formation d’'une
sorte de verre aux températures physiologiquesi@@stval, 1998).Le saccharose peut agir en
tant que composé soluble compatible et son acctiomlgpeut permettre d’éviter la
cristallisation des molécules contenues dans laleeElle limite donc les dommages au niveau

des structures cellulaires.

Ce type de tolérance permet a la plante d'assummalement ses fonctions
physiologiques malgré une dégradation de son @tdtidue interne. Hellmann et .&000),
pensent que cette accumulation de carbohydrates nap@as étre due a une surproduction des
assimilas mais reflétant plutét une réduction de teanslocation du site de synthese, des feuilles
vers le reste de la plante particulierement leésgst racinaire dont la croissance est tributaire.
Les nombreux cas ou sont décelées des accumulat®rssicres ou de leurs dérivés alcools
(mannitol, sorbitol....) s’accompagnent aussi de l'aagtation d’un des composés aminés

(proline ou glycine-bétaine (Levigneron et H)95).

L’accumulation des solutés organiques (sucres, mapln’est autre qu’'un phénomeéne
d’adaptation au stress, permettant a la plante detem@r sa turgescence par la diminution du

potentiel hydrique, c’est une forme d’ajustement de soenpiel osmotique (Monneveux, 1991).

La diminution de la croissance est due probableraennh effet osmotique causant un
déficit hydrique eftou par I'effet des ions qui provoquent des désdaeilnutritionnelles par
déficience ou exces ioniques (Benterrouche et Rahmo2005). Elle pourrait étre aussi le
résultat de la diminution de I'absorption du carbfdieninution de la photosynthése et la surface

foliaire). Ainsi, la diminution de la photosynthése au changement de la distribution du



Carbone pour les processus de la croissance ésmtle la paroi et composeés cellulaires) pour
maintenir les processus (turnover réparation etsgrart ionique) ou a l'ajustement osmotique
par les solutés organiques sont aussi a I'origineeddiminution de la croissance (Epron et al
1999).

On notera toutefois que la diminution de la croiseasemble se faire aussi via une

diminution de I'élongation cellulaire comme cela a été em évidence par Dubdz005.

Nos résultats sont en accord avec ceux cités peéu@eént puisque nous avons mis en
évidence une diminution plus marquée de la cro@sau niveau des parties aériennes qu’au
niveau des parties racinaires. Cette différence kedide a I'implication des racines dans
I'assimilation de I'eau, car le maintien d’une caréaactivité cellulaire va permettre aux plantes

de prospecter le milieu pour la recherche d’eau (Dubois,)2005

L'effet le plus commun des stress abiotiques syshgsiologie des plantes est ainsi la

réduction de la croissance.



CHAPITRE 3:
PARTIE ENZYMATIQUE



Introduction

L’augmentation progressive de la teneur en dioxggdans I'atmosphere terrestre a
permis le développement du métabolisme aérobie.paafion de ce métabolisme aérobie est
une adaptation a une nouvelle contrainte envirommeahe. Il possede également un avantage
important par rapport aux métabolismes anaérohiesjp’il permet d’augmenter de facon tres
significative la quantité d’énergie (ATP) produitAsada, 2006)

L’évolution positive de l'efficience du mécanisme production énergétique a contribué
au développement d’organismes multicellulaires dergs. Toutefois, le dioxygéne n’est pas un
gaz neutre, et sa réactivité conduit a la formation éespréactives de I'oxygene pouvant réagir

avec les composeés biologiques et induire certains doesnagngebartels at., 2002).

Toutes les cellules d’organismes aérobies conti@nees concentrations importantes de
molécules possédant un fort pouvoir réducteur, centes couples GSH/GSSG (glutathion
réduit/glutathion oxydé), NADP/NADPH (nicotinamidedémine dinucléotide (phosphate)
oxydé/réduit), TRX ox/TRX red (thiorédoxine oxydéesluite) et Fd ox/Fd red (ferrédoxine
oxydée/réduite).

Contrairement aux cellules animales, les cellulegtades, et en particulier les cellules
chlorophylliennes, contiennent de tres grandes ipéant d’'ascorbate
(Déhydroascorbate/Ascorbate).

Tableau 10 :Valeur des potentiels redox et gamme de conceotrates principaux couples
redox rencontrés dans les cellules végétales (Foyer andrNa@05a).

Couple redox Potentiel redox (V) Gamme de concentration
cellulaire (uM)

DHA/ASC 20,10 10000-20000
GSSG/GSH - 0,24 2000-5000
NAD(P)/NAD(P)H - 0,32 200-500

TRXox/TRXred - 0,33 10-100




Fdox/Fdred -0,42 10-100

Le potentiel redox intracellulaire, ou statut redest la résultante de I'état redox des

couples oxydo-réducteurs présents dans la cellule.

En pratique, les conditions redox régnant dansllaleeont évaluées par le rapport des
concentrations des formes oxydées et réduitesalgdes redox prépondérants, comme ceux du
glutathion et de I'ascorbate. Du fait de leurs f@re@ncentrations cellulaires, les deux couples
GSSG/GSH et DHA/ASC agissent comme des tamponsxfredolinstar des tampons
acidobasiques. Il existe une trés forte intercororerintre les ERO et les molécules réductrices.
Par exemple, le GSH et I'ascorbate sont capablegdigre directement I'anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogéne. lls servent également deubstgats aux enzymes antioxydantes
détoxiquant les ERO. Ainsi, de part leur potentieydant et via leurs interactions avec les
couples redox majoritaires, les ERO contribuenttablissement potentiel redox intracellulaire.
(Noctor, 2006).

Il résulte, de ces diverses interactions, une horagsestedox cellulaire. Le potentiel
redox cellulaire détermine les proportions relaides espéces oxydées ou réduites de chaque
couple redox. Ces proportions dépendent des pdterg@ox (E°) de ces couples. Cette fonction
du potentiel redox cellulaire est particulierememportante, car I'activitt de nombreuses
protéines, et en particulier de nombreux facteursatescription, est régulée par leur état redox
(Foyer and Noctor, 2005b, Noctor, 2006).

Ainsi, dans des conditions normales, le cytoplasmdulagk est un milieu trés
réducteur, ce qui a pour conséquence de maintegralade majorité des groupements thiols a
I'état réduit (Foyer and Noctor, 2005b).

1.2Les peroxysomes

Les peroxysomes possedent une structure simpletaillee réduite et une tres grande

guantité de catalases. En raison de ces caragjeest les peroxysomes ont longtemps été



considérés comme des organites spécialisés dal&tdaication du peroxyde d’hydrogéne. Les
peroxysomes sont en fait le siege d’'une forte activit@bodique trés centrée sur le métabolisme
oxydatif (Corpas et gl 2001; Nyathi and Baker, 2006). lls possédent de nemxbsystemes
antioxydants et prooxydants. Les deux principalascgs d’ERO peroxysomales sontfla
oxydation des acides gras et la photorespiration (Cafzds 2001; Nyathi and Baker, 2006).

- La p-oxydation

La p-oxydation est un processus fondamental pour lesarx, les levures mais encore
plus pour les plantes. En effet, en dehors de ldilisations cataboliques, les composés dérivés
de cette3-oxydation sont impliqués dans un tres grand nordbrprocessus cellulaires (Baker et
al., 2006; Poirier et al2006).

En particulier, cette fonction peroxysomale pertaesynthése de molécules telles que
I'acide jasmonique (AJ), I'acide indole acétique Alhlou 'acide salicyliqgue (AS). Cependant,
une étape de ce processus, I'oxydation de l'acyl @aAla I'acyl CoA-oxydase, entraine la
réduction du FAD en FADK(Baker et al 2006). La régénération du cofacteur s’effectuelgar

réduction d’'une molécule d’Centrainant la formation d’#D, (Foerster et gl1981).

acyl CoA + FAB 2-trans-enoyl CoA + FADH
0 FADH, — H,0,+ FAD

1.3Les principales sources enzymatiques

Les plantes possedent plusieurs enzymes ou conspbmaymatiques responsables d’'une
production d’'ERO plus ponctuelle que celle indyiier les grandes fonctions métaboliques.
Cependant, ces générations ponctuelles sont aitieride « flambées oxydatives » (oxidative
burst) pouvant étre impliquées dans des procedsysigbogiques bien spécifiqgues comme la
croissance cellulaire, mais surtout dans la répansgestress biotiques et abiotiques. (Foyer and
Noctor, 2003



1.4Les antioxydants

o Définition

Peut étre considérée comme antioxydante une melégu) étant présente en une faible
concentration par rapport a celle d’'un substratdakje, retarde ou empéche significativement

I'oxydation de ce substrat (Halliwell and Whiteman, 2004).

1.5Les principaux systémes non enzymatiques

- L’ascorbate ou vitamine C

L’'acide L’ascorbique (ASC) est un des principauides faibles de la cellule végétale.
Aux pH physiologiques, il se dissocie en anion dsai@. L'ascorbate est essentiellement utilisé
au niveau cellulaire comme un donneur d’électrons. dremier produit de la réaction
d’oxydation de l'ascorbate est le radical monodébgdcorbate (MDHA ). Du fait de son
électron libre tres excentré, le MDHA n’est pas tésctif avec les autres molécules biologiques
(Navas et al.1994).

L’ascorbate est présent dans tous les compartincefitgaires, ainsi que dans la matrice
extracellulaire. Contrairement aux cellules animalasconcentration en ASC est tres élevée
dans les cellules végétales (plusieurs millimo&iee qui en fait un composant incontournable
chez les plantes. Il interviendrait notamment damgégulation du cycle cellulaire et dans

'extension de la paroi (Horemans_et @000).

L’'ascorbate est toutefois beaucoup plus connu pesrpropriétés antioxydantes (Chen
and Gallie, 2004; Foyer and Noctor, 2005a). En effetréagit rapidement avec I'anion

superoxyde et 'oxygene singulet, ou encore avaielexyde d’hydrogene, mais cette derniere



réaction est catalysée par I'ascorbate peroxyddBX). L'ascorbate est indispensable par sa
capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés commealaivie E ou les caroténoides (Asada,
1994).

- Le Glutathion

Le glutathion est un thiol tres abondant se retantivde facon ubiquitaire chez les
plantes, les animaux et les végétaux. Il posséde fibemes redox distinctes. La forme réduite
(GSH) est un tripeptidey{Glu-Cys-Gly), stable, & fort pouvoir réducteur eist soluble dans
'eau. Toutes ces caractéristiques en font un dand&lectrons adéquat dans les réactions
physiologiques. L'oxydation du glutathion entraimefbrmation d’un pont disulfure entre les
cystéines de deux GSH. Cette forme oxydée du glotathst appelée GSS@\octor et _al,
1998).

En conditions non stressantes, les cellules maig@nun ratio GSH/GSSG tres
important, supérieur a 100 dans le cytosol et lachibndrie (May et al.1998 La concentration
en GSH est tres importante dans les cellules viégéetet en particulier dans les chloroplastes ou
elle peut atteindre 5 mM (Noctor et,a998).

Le glutathion joue de nombreux réles physiologiqubasz les végétaux (May et ,al.
1998). Il représente une forme importante de stpekde sulfure réduit, et participe a
l'allocation en sulfure des différents compartingerdellulaires et des différents organes
(Herschbach et Rennenberg, 1991; Lappartient etalimeir1996). C'est également un régulateur
de l'expression génique (Wingate et, d988; Baier and Dietz, 1997) et le précurseur des
phytochélatines (PC) jouant un rble prédominantsd@nséquestration des métaux chez les

végétaux (Clemens, 2006a; Clemens, 2006b).

Le GSH sert également de substrat pour la glutatSitransférase (GST) qui catalyse sa

conjugaison avec des xénobiotiques, participant aidsur détoxification (Marrs, 1996). Il est



impliqué dans la régulation redox du cycle celidaiGyuris et_al. 1993). Du fait de sa forte
concentration dans les tissus végétaux et de son fort poadaicteur, le GSH participe au statut
redox cellulaire en jouant le role de tampon redars les cellules (Foyer and Noctor, 2000;
Foyer et al.2001; Foyer and Noctor, 2003).

La synthése de GSH est stimulée lors des diffésesfaations de stress et son
accumulation est souvent concomitante avec celeERO (Potters et al2002). Le GSH peut
directement réduire I'kD, mais également d’autres ERO, des hydroperoxydesimyges et des

peroxydes lipidiques :

b0, + 2 GSH— GSSG + 2 KO
ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + kD

Un autre réle important du GSH dans la régulaties HRO est son implication dans la
régénération de l'ascorbate via le cycle enzymatiglit ascorbate/glutathion ou Asada-

Halliwell-Foyer.

1.6Les principales enzymes antioxydantes

En sus des differentes molécules antioxydantescdd#lales vegeétales possedent de
nombreuses voies de dégradation enzymatique des ER@ines enzymes n'utilisent pas de
co-substrat pour réduire les ERO. Au contraire, désuutilisent plusieurs co-substrats dont

certains antioxydants que nous venons de voir (GSH).

- Les superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxyde dismutases (EC 1.15.1.1) sont desloaételymes se retrouvant dans

'ensemble du monde du vivant, mis a part dans quelquesargernismes (Alscher et #002).

Les plantes possedent trois types de SOD contatemtgroupements prosthétiques

renfermant des métaux différents : du Fer (FeSODMdnganese (MnSOD) ou du Cuivre et du



Zinc (CuzZnSOD). Toutes catalysent la dismutatiordelex anions superoxydes en dioxygene et

peroxyde d’hydrogéne (Bowler et,al994; Arora et al.2002) :

- Les catalases (CAT)

Les catalases (EC 1.11.1.6) sont des enzymes magEmiamt peroxysomales catalysant
la dismutation du peroxyde d'hydrogene. Elles somhées de quatre chaines polypeptidiques
d’environ 500 acides aminés, comportant chacuneroumpg hémique comprenant un atome de
Fer. Pour catalyser la réaction, 'atome de Fer réaliseaupaice hétérolytique de la liaison O-O
du peroxyde d'hydrogéne, créant de ce fait une migéteau et un groupement Fe (IV) =O
hautement oxydant. Ce dernier peut ensuite oxyderautre molécule de peroxyde d'hydrogene

pour donner du dioxygene et de I'eau :

3.+ Fe(lll)-CAT — H.0 + O=Fe(IV)-CAT
1D, + O=Fe(IV)-CAT— O, + Fe(lll)-CAT +H0
30 — 2 H,0 +O,

Du fait de sa localisation et de sa faible affimptéur 'H,O, le réle principal de la CAT
est de deétoxiquer le peroxyde d’hydrogéne prodyitaximité par la CTE chloroplastique, et
surtout par les processus peroxysomaug-aexydation et de photorespiration (Smirnoff, 1998).
Bien qu’elle ait été longtemps considérée comme de® enzymes antioxydantes les plus
importantes, il semble désormais que son importdans la détoxication de 13@, soit réduite,
en dehors de celui issu du métabolisme peroxys¢Biakhina et_al. 2003; Halliwell, 2006;
Pitzschke et al2006).

- Les enzymes du cycle Asada-Halliwell-Foyer

Le cycle Asada-Halliwell-Foyer est un cycle compdséjuatre enzymes conduisant, par
des réactions d’oxydoréduction successives, a lactiéh de I'HO, par I'ascorbate peroxydase

(APX) via I'oxydation d’ascorbate, et la régénération dul péascorbatdAsada, 199p



L’APX (EC 1.11.1.11), peroxydase de classe |, est un@llné&enzyme contenant un
groupe ferriprotoporphyrine IX. Elle est présenémsitous les compartiments cellulaires, dans le
cytosol et dans I'apoplaste, sous forme solublaédux membranes (Foyer and Noctor, 2000;
Mittler, 2002). L’APX catalyse la réduction du peroeyd’hydrogéne en utilisant I'ascorbate
comme co-substrat. Le MDHA issu de cette réactiom gasuite étre pris en charge par la
monodéehydroascorbate réductase (MDHAR ; EC 1.6.5#&)ysant sa réduction en ASC en
utilisant du NAD(P) H :

4D, + 2 ASC- 2 H,O + 2 monodéhydroascorbate (MDHA)
2 MDHA + NAD(P)H> 2 ASC + NAD(P)

Néanmoins, la situation est un peu plus compliquéesgpe le MDHA est aussi un
accepteur d’électrons pouvant étre réduit directénpar dérivation des électrons de la CTE
chloroplastique (Miyake and Asada, 1994). Le MDHAtreren compétition avec le NADP
pour accepter I'électron libéré par la ferrédoxine au nivkaPSI :

4 MDHA + 4 Fd red + 26— 4 ASC + 4 Fd ox + ©

Comme nous l'avons vu précédemment, le MDHA est or@écule instable se
dismutant en ASC et déhydroascorbate (DHA). La dsugi enzyme intervenant dans la
régénération de l'ascorbate, la déhydroascorbatectésk (DHAR ; EC 1.8.5.1), catalyse la
réduction du DHA en ASC, via I'oxydation de deux molécule&8&1 :

2 MDHA> ASC + DHA
DHA + 2 GSH ASC + GSSG
La derniere réaction de ce cycle est la réductiorG&SG par une flavoprotéine, la glutathion
réductase (GR ; EC 1.8.1.7), utilisant pour cela du NAD(P)H a@cofacteur :
GSSG + NAD(PYH2 GSH + NAD(P)

L’ensemble des enzymes de ce cycle se retrouvestfsome soluble dans le stroma du
chloroplaste, dans les mitochondries ou dans lesol{dow and Merida, 1996). Ces différentes

enzymes, a I'exception d'une MDHAR liée a la membragbasmique, semblent absentes de



'apoplaste, zone ou, pourtant, la quantité d’ERQlpit@ est importante (Horemans et aD0O;
Potters et al.2002; Pignocchi and Foyer, 2003).

- Les peroxydases (POX)

Les POX (EC 1.11.1.x) sont une large famille multigéei d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d'un substrat oxydé enisatit de nombreux co-substrats comme
donneurs d’électrons. Pour la majorité de ces epzyrte substrat optimal est le peroxyde
d’hydrogene, mais elles peuvent facilement rédues Hydroperoxydes organiques ou des

peroxydes lipidiques :

ROOR' + co-substratred + 2 ROH + R'OH" + co-substratox

Dans certaines conditions, une partie des POX glass 1ll) peut avoir une activité
similaire a la catalase (catalase-like), c’est-a-din’elles possedent la capacité de réduirgQ:H

en absence de co-substrat (Mika et2004).

Au niveau cellulaire, la répartition des POX eststrette. Les POX de classe Il se
trouvent dans l'apoplaste sous forme soluble oesli@aux parois et membranes. Les POX de
classe I, dont 'APX est la représentante majogtasont présentes uniquement a l'intérieur des

cellules.



2. Matériel et méthodes

Dans cette partie de notre travail, nous nous somimésesse€s aux variations de
certaines enzymes de détoxification tells : TAPX,QAT, la GST ainsi que a I'évaluation de
facteur impliqué dans le processus de détoxifinatomme le GSH. D’un autre coté, nous
avons jugé intéressant de suivre I'évolution duxtae MDA, principal biomarqueur de la

peroxydation lipidique.

2.1Dosages Enzymatiques

« Préparation de I'extrait enzymatique:

La méthode utilisée afin d’obtenir I'extrait enzytgaie des racines et des tiges traités avec
NPK est celle de Loggini (1999). L'extrait sera is8l pour la mesure de I'activité ascorbate-
peroxydase (APX), et le Glutathion transférase (G®&pyes chaque période de traitement, les
racines et les tiges fraiches (1g) sont broyéesid & I'aide d’'un mortier dans 5ml de tampon
phosphate (50mM phosphate, pH=7,5). L’homogénat estiitenfiltré a I'aide d’'une toile

adéquate avant de procéder a une centrifugatiomichde 12000g pendant 20min (centrifugeuse



Sigma 3-16K). Le surnageant obtenu sera utilisé corerigit pour la détermination des
différentes activités enzymatiques.

- Mesure de l'activité Ascorbate-peroxydases (APX)

Le suivi spectrophotométrique de I'activité asedebperoxydase est réalisé suivant le
protocole adopté par Nakano et Azada (1987). Lemeluéactionnel final de 3ml contient :
100ul d’extrait enzymatique, 50ul &8, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate NaK-
Ascorbate (50mM NaK, 0,5mM ascorbate, pH= 7,2). L'étabme de lI'appareil se fait en
l'absence de l'extrait enzymatique. La lecture ef¢éctuée a 290 nm (spectrophotométre
GeneSys 8) pendant 1min et ce pour un coefficiamttidction linéique molaires = 2800M

! em™. L'activité APX est exprimée en nmol/min/mg de protéines.

- Quantification des mesures spectrophotométrique :

La formule suivante est utilisée dans la quantificaties différentes mesures

spectrophotométriques suite aux dosages enzymatiqu@grde let CAT (Servais, 2004).

Act. = AA.V

e. At.L.Ve.p
Act: Activité enzymatique en nmole/min/mg de Protéines.
¢ : Coefficient d’extinction linéique molaire en M.
AA : Différence moyenne de I'absorbance
V¢. Volume total du mélange réactionnel en ml.

Ve: Volume de I'extrait enzymatique en mli



L: Largeur de la cuve de mesure en cm
P: Teneur en protéine en mg.

T: temps de lecture en min

- Dosage de I'activité Catalase (CAT)

Le suivi spectrophotométrique de l'activité catal§@SAT) est réalisé suivant la méthode
de Cakmak et Horst1991). La décroissance de l'absorbance est enmdgigtendant trois
minutes (spectrophotometre JENWAY 6300) pour unegleur d’onde de 240 nm et un
coefficient d’extinction linéique molaire =39400 M*.cni*.L Pour un volume final de 3ml, le
mélange réactionnel contient: 100ul de [I'extraitzyenatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogene HO, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH= ['@rlonnage de
'appareil se fait en 'absence de I'extrait enzyiopae. La réaction est déclenchée par I'addition

d’eau oxygénée. L’'activité catalase est exprimée en nrimdifrg de protéines.

- Dosage de l'activité Glutathion S-Transférase (GST)

Le suivi de l'activité glutathion S-transférasd esalisé par la méthode de Halagal.,
(1974) les échantillons sont homogénéisés dansmpota phosphate a pH 6,5 et a 100 mM et
centrifugés a 9000g pendant 30 min. La méthode stenaifaire réagir les Gg¥ur un mélange
CDNB (20mM)-GSH (100mM) la variation de la densifgtique due a I'apparition du complexe
CDNB-GSH est mesurée toutes les 15 secondes peadainiutes a 340 nm. Les concentrations

de la GST sont exprimées en nmole /min/ mg de protéines.

2.2 Dosage non enzymatique

- Dosage du taux de Glutathion (GSH)



L’extrait enzymatique est homogénéisé dans unetienld’E.D.T.A a 0,02M et subit une
déprotéinisation par I'acide sulfo-salycilique 0,258fprés centrifugation a 2000 g pendant 10
minutes le surnageant est utilisé pour le dosagetsgphotométrique avec le réactif DTNB a
0,01M & 412nm.

Les concentrations du GSH sont dosées par la me&tdedWeckbeckeet Cory, (1988) et
exprimées en UM/ mg de protéines.

- Dosage du taux dé_a Malondialdehyde (MDA)

L’extraction de MDA se fait dans 10ml du I'acidéchioracétique (TCA), et suivie d’'une
centrifugation 12000g pendant 15mn, au surnageantajgsité un volume égal d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0.5% dans TCA 20% ; le a 300pendant 25mn. L’absorbance de
surnageant obtenu aprées centrifugation a 10000dgoerbmn est lue a 532 nm. Alia et al.
(1995).

2.3Etudes statistiques

Les donnés obtenues pour chaque parametre, onttétprétées statistiguement au moyen
de I'analyse de la variance (Dagnelie, 1999), ont utilisamgieiel « Minitab 13.31, 2000 ».

3. Résultats

Effet de différents traitements NPK sur I'activité Ascorbate Peroxydase (APX) :

La Figure(20) montre que le traitement NPK provoque une augatien dose-
dépendante et trés hautement significati#e0,000) de [lactivité APX. En effet, une
augmentation de 50% est observée a partir diennaint(0,5 :0,2 :0,1 NPK, par rapport aux
témoins, a la proportio(0,5 :0,4 :0,], on obtient une valeur de I'activité enzymatiqueghme a

celle obtenue chez les racines traités(@ar :0,3 :0,1de NPK.
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Figure20. Variation del’activité¢ APX au niveau des racines chez lesrggai traitées par
différentes régimes NPK a prés 7jours.

IIIu

(0.5:01:01) (0.5:02:01) (0.5:03:01) (0.5:04:01)
NPK

o o
(9, ] (o)}
1 ]

o
>
1

APX(nmole/mn/mg prot.)
o o
N w

o
=y
1

o

Figure21.Variation de l'activit¢ APX chez les racines traitées piiémints régimes
NPK a prés 14jours.

La figure (21) illustre les variations de [lactivitAPX en présence de

concentrations croissantes de NPK, nous constatoasdiminution non significative



(P=0,321 de l'activité APX a partir de la concentration (6052 :0,1) NPK et ce jusqu'a
la plus forte concentration NPK (0,5 :0,4 :0,1) ou la diminutidrded’ordre de 2%.

0.8 -

o
N

o
o)

APX (nmole/mn/mg prot.)
o o o o
N

o
=
1

(O 5:01:01) (0 5:02: 01) (0.5:03: 01) (0.5:04:01)
NPK

o

Figure22. Variation de I'activité APX au niveau des tiges chez@snes soumises a
différentes régimes NPK aprés 7jours.
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Figure 23. Variation de I'activité APX au niveau des tiges chez lesngs traitées par
différentes proportions NPK apres 14jours de traitement.



Les Figurg22), (23) mettent en évidence une forte activité APX (envigofois plus que
le témoin) a la plus forte concentration aprés $eyts de traitement de grains de blé. Aprés
l4jours de traitement, nous avons mis en évidenoe uaugmentation trés hautement
significative de [l'activite APX(P=0,000), cette augmentation est de l'ordre de 75% au

proportion(0,5 :0,4 :0,1NPK.
Effet des différents traitements NPK sur l'activité catalase (CAT)

Les Figures (24), (25), (26) et(27) mettent en éwddrévolution de I'activitée CAT
en fonction des différentes concentrations NPK i@eau des racines, des tiges apres 7 et 14

jours de traitement.
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Figure 24. Effets des différents régimes NPK sur I'activit¢ TAu niveau des

racines apres 7jours de traitement.

Nous constatons une augmentation dose-dépendamntergpport aux témoins; cette
augmentation est tres hautement significa{R«€0,000) ; cette augmentation est de l'ordre de

80% a la proportiof0,5 :0,4 :0,1 NPK par rapport aux témoins.
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Figure 25. Effets des différents régimes NPK sur I'activité CAT ateaiv des racines
apres 14 jours de traitement.

Nous constatons une augmentation dose-dépendantergpport aux témoins; cette
augmentation est trés hautement significatR«0,000) ; cette augmentation est de l'ordre de

85% a la proportiof0,5 :0,4 :0,1NPK par rapport aux témoins.
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Figure 26. Effets des différents régimes NPK sur l'activité¢ CAT au aivdes tiges
apres 7jours de traitement.



Au niveau des tiges et toujours aprés 7jours déetnent nous constatons
eégalement une augmentation trés hautement siginicgP=0,000) et dose-dépendante de
I'activité CAT chez les traités par rapport aux téns. Cette augmentation est de I'ordre 75%

pour la plus concentration par rapport aux témoins.

1.5 A

0.5 4

CAT (umole H,0,/mn/mg Prot.)

o (0.5:01:01) (0.5:02:01) (0.5:03:01) (0.5:04:01)
NPK

Figure 27. Effets des différents régimes NPK sur l'activité CAT alenivdes tiges
apres 14 jours de traitement.

La Figure (27) illustre les variations de l'activitEAT en présence de
concentrations croissantes de NPK, nous constataesdiminution trés hautement
significative (P=0,000 de l'activité CAT a partir de la concentration (002 :0,1) NPK
et ce jusqu'a la plus forte concentration NPK (0,5 :0,4 :0,1) durlsution est de I'ordre
de 75%.

- Effet des différents traitements NPK sur l'activitée GST

Les données concernant I'évolution de I'activité TG&primées en nmoles/min/mg de

protéines mesurées au niveau des racines et @sssiyt regroupées dans les Figuyzss,

(29), (30) et(31).
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Figure 28.Effets des différents régimes NPK sur I'activité GST awaivracines apres

7jours de traitement.

La Figure (28), met en évidence une diminution significatiif=0,034) et dose-
dépendante de I'activité GST par rapport aux t@siofinsi pour la plus forte concentration
(0,5:0,4 :0,1) NPK Il'activité GST est de 'ordre de 0,21 nmole/jugifrot.
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Figure 29.Effets des différents régimes NPK sur I'activité GST aeaivdes racines

apres 14 jours de traitement.



La Figure(29) illustre les variations de I'activité GST en pnése de différents
régimes NPK au niveau des racines aprés 14 jauteadement, Nos résultats montrent
guen présence de NPK [lactivité GST diminue denid@ dose-dépendante et
significative (P=0,0182) pour les traités par la proporti¢d,5 :0,4 :0,1NPK. En effet ce
taux passe de 0.02853 nmaten/ug de protéine chez le témoin a 0.01457
nmole/min/pug de protéine pour la proporti¢®5 :0,4 :0,1NPK.
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Figure 30. Effets des différents régimes NPK sur I'activité GST awaivdes tiges apres

7jours de traitement.
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Figure 31.Effets des différents régimes NPK sur I'activité GST awaivdes tiges apres

14 jours de traitement.

Les Figures30) et (31), mettent en évidence les variations de I'actidéé GST en
présence de NPK au niveau des tiges apres 7 airé4joos résultats montrent apres 7jours de
traitement une augmentation de l'activité GST denigr@ dose-dépendante et significative
(P=0,018. En effet ce taux passe de 0,1281 niml&g de protéine chez les témoins a 0,286
nmole/mn/ug de protéine pour la proporti¢d,5 :0,4 :0,1 Il en est de méme pour cette activité
enzymatique au niveau des tiges aprés 1l4joursagtertrent @ le maximum de I'activité GST
est observé avec le régin@>5 :0,4 :0,1 avec une augmentation de I'ordre des3par rapport

aux témoins.
Effet des différents traitements NPK sur le taux MDA:

Les résultats relatifs aux variations du taux ddéonwilaldehyde (MDA) au niveau des
racines et des tiges traitées par les différentesentrations de NPK sont représentés sur les
Figures(32) et(33).
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Figure 32 Effets de différents régimes NPK sur le taux MDA au niveaurdeines
apres 7jours de traitement.

Nous constatons que le traitement par différerggmés NPK a tendance a augmenter la
teneur moyenne en MDA, et ce de maniere dose-dépendin effet, nous notons une
augmentation de 80% du taux MDA pour les traitéecde plus fort régime NPK (0,5 :0,4 :0,1)

et ce par rapport aux témoins.
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Figure 33.Effets de différents réegimes NPK sur le taux MDA au nivealtiges apres 7 jours

de traitement.

Nous constatons que le traitement par le NPK ailptefa concentrations de phosphore a
tendance a stimulé 'activité enzymatiques MDA (@3); alors une baisse est observés a partir
de la deuxiéeme concentrati¢®5 :0,2 : 0,1, mais elle reste supérieur a celle observée che

les tiges témoins.

- Effet des différents traitements NPK sur le taux deSlutathion (GSH):

La Figure(34) illustre les variations du taux de GSH en présedeeNPK au niveau des
racines, ainsi nous constatons une diminution tegement significativéP=0,000) et dose-
dépendante de ce paramétre par rapport aux ténemireffet, a la proportiof0.5 :0.4 : 0.1de
NPK, le taux de GSH est environ 4 fois plus élevé gnez les témoins avec respectivement
0.049 uM'mg de protéine pour la concentrati@b :0,4 : 0,1 et 0.22uMmg de protéine chez

les témoins.
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Figure 34.Effets des différents régimes NPK sur l'activit&ib au niveau des racines apres

7jours de traitement.
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Figure 35. Effets des différents régimes NPK sur [l'activit&ib au niveau des racines aprés

14jours du traitement.

La Figure(39) illustre les variations du taux de GSH en présate&lPK au niveau des
racines aprés 14 jours de traitement, le taux de @&3id a augmenter de maniére dose-
dépendante et significative pour les traités papraportion (0,5 :0,4 :0,1 par rapport aux
témoins. En effet ce taux passe de 23.9Ymllde protéine chez le témoin a 95.15/mig de
protéine pour la proportiof®,5 :0,4 : 0,1 de NPK.
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Figure 36. Effets des différents régimes NPK sur [lactivit&is au niveau des tiges apreés

7jours de traitement

La Figure(36) illustre les variations du taux de GSH en présetlecBPK au niveau des tiges
apres 7jours de traitement, ainsi en présence de, MPkaux de GSH au niveau des tiges
augmente d’'une maniére non significati®=0,067 a tous les concentrations par rapport au
témoin. En effet ce taux passe de 0.012miide protéine chez les témoins a 0.0170'miyl

de protéine pour la proporti@@,5 :0,4 : 0,1de NPK.
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Fiqure 37. Effets des différents régimes NPK sur [I'activit&is au niveau des tiges aprés

14jours de traitement

Nous constatons que le traitement par difféerenggnmés NPK a tendance a augmenter
d’'une maniére significativeP=0,039 le taux de GSH, et dose-dépendante. En effet, ndoaso
une augmentation de 20% du taux GSH pour lesésraatvec le plus fort régime NPK

(0.5:0.4 :0.1) et ce par rapport aux témoins.



4. Discussions

Dans les compartiments aquatiques, la transformatfmtochimique est la principale
voie de disparition des composés stables et pedébiadables. Lorsque les polluants

n‘absorbent pas la lumiére solaire, leur phototoansdtion peut étre sensibilisée ou induite par



excitation d'autres especes chromophores : compostalliques, acides humiques et ions
nitrates et nitrites qui peuvent conduire a la fation d'espéces oxydantes tels que les radicaux

hydroxyles(Marco et al. 1999.

La concentration des nitrates dans les eaux dacgudt les eaux souterraines peut varier
considérablement en fonction des conditions gédchies, de I'eutrophisation des milieux
aguatiques de surface, des pratiques de traitenesneaux usées, de l'utilisation d’engrais...
(Marco et al. 1999

Les ions nitrates jouent un réle photochimique ingrat dans les eaux naturelles. Leur
concentration dans les eaux marines est dgMO, et ne cesse d’augmenter dans les eaux

continentales par suite de I'utilisation importante diaignitratés(Ortiz et_al, 2004).

Dans le milieu naturel, toute eau de surface conties matiéres organiques naturelles
ou d’origine anthropique et malheureusement de plugplus de nitrates. Cette eau subit le
rayonnement solaire, qui peut induire des réactienplobtolyse. Ces ions absorbent la lumiere
solaire avec un maximum situé a 302 nm, et leurt&en conduit a la formation de radicaux
hydroxyles, qui sont susceptibles d’oxyder la plupdes composés organiques avec une
constante de vitesse proche de celle d’'un procesmusdlé par la diffusion(Marco et _al.
1999.

Les ions nitrates sont considérés comme l'une dexipales sources de radicaux
hydroxyle dans les eaux naturell€silkerson brekken et Brezonik, 199B’excitation des ions
nitrates conduit a la formation d’oxygene atomi@¢@e) aprés protonation conduit aux radicaux

hydroxyle(warneck et al., 1988

Pour appuyer ces études et confirmer cet effetjteexet générateur de radicaux libres du
traitement des végétaux par les difféerentes coratgois NPK, nous nous somme focalisés sur
le suivi de certains parameétres considérés a fjitskecomme biomarqueur de la Toxicité. Il
s’agit entre-autre des activités enzymatiques EX ,ACAT et GST ; et également de paramétres

aussi important qui sont le GSH dont la présenteneéspensable a la cellule et a I'activité



GST, ainsi que le MDA qui est un indicateur de l'atte membranaire a travers la peroxydation
lipidique.

* Qu’en-est-il de I'activité APX?

Nous avons mis en évidence une augmentation devitecAPX dans les deux parties de
la plante, et comme [lindiquant Gallogo et, #002. Qui ont mise en évidence une
augmentation significative du taux de 'APX sousffiét d’'un stress chimique chez le tournesol.
Nos résultats abondent dans le méme sens que e€lixethyun et aR005 qui ont qui montrent

une stimulation de la synthése de 'APX chez la tomate eemrésiu phosphate.

L’augmentation de I'activité APX sous stress ahbjioe engendré par le NPK confirme
l'induction de radicaux oxygénés formés suite a I'acdatian de ce xénobiotique au niveau les
racines et les tiges de notre modeéle végétal; I'ABduit I'H,O, en eau en utilisant I'ascorbate

comme donneur d’électron a partir de la dehydroascori@sbartai et al2008).

* Pourquoi cette augmentation de I'activité CAT?

Autre coté, nous avons mis en évidence une augnmmntig I'activité catalytique au niveau
des racines et des tiges traitées par différatrsentrations de NPK par rapport aux témoins.
Ces résultats abondent dans le méme sens que eedAxad et al(2006) qui montrent une
stimulation de la synthese du catalase en présgesaitrates et des nitrites chez le blé. Ces
résultats nous permettent d’attribuer un réle €Ad dans les réactions de défenses aux stress
environnementaux, en particulier la salinité. Matata et _al. (2002), ont montré une
augmentation de l'activité CAT chez t#é sous conditionge basses températures. Sairam et
Srivastava (2001) indiquenine augmentation du contenu epObl et de I'activité CATsous
conditions de stress hydrique chez le blé. Fedirs €006) qui ont mis en évidence une forte

augmentation du contenu RO, chez I'orge cultivés sous conditions de stress salin.

¢ Comment le GSH intervient-il et comment évolue-t-P?

Sachant que le peroxyde d’hydrogene et les CAThiienent dans le cycle du glutathion.
Ainsi, I'amélioration de la tolérance aux contramtbiotiques chez les plantes est attribuée a
'augmentation de leur capacité de détoxificati@s RO, nous permettant ainsi de confirmer



indirectement la présence des radicaux libres tagmar le traitement NPK particulierement aux

fortes concentrations.

Le glutathion est I'antioxydant non enzymatique enajdans les cellules végétales, c’est
le thiol cellulaire le plus abondant, impliqué ddesnétabolisme, les procédés de transport et
dans la protection des cellules contre les effetgjies des composés endogénes et exogenes, y
compris les espéces réactive de I'oxygénes et les ri@iauals(Disckinson et Forman 20D2e
GSH est un composé réducteur soufré le plus abonldas le compartiment intracellulaire. En
interceptant un radical hydroxyde, le glutathionégénun radical superoxyde qui doit étre prix
en charge par une SOD, outre son role essentiekerfagducteur, le glutathion intervient
également a un second niveau dans la défense dardiigre par son implication dans les

réactions de détoxication catalysées par la glutathibvarSférase (Barillet, 2007).

Dans notre travail, nous avons mis en évidence immugtion dose- dépendante du taux
de GSH au niveau des racines en présence deedi#§ concentration NPK, cette déplétion
peut étre expliquée par la liaison directe du glutathioooaposant de I'engrais (Barillet, 2007).
Car la glutathion dispose d’'un groupement aciddwaylique, d’'un groupement amine, d’un
groupement sulfhydrile (-SH) et de deux pontagesigigpes susceptible d’étre impliqguées dans
des réactions avec l'engrais. Cette diminution désteovée é€galement au niveau des racines

parallelement a 'augmentation de I'activité GST.

Ainsi, la réaction du complexe engrais avec leaghibn pourrait se traduire par la
formation de complexénétal-GSH) ou par I'oxydation du GSIRegolin et principato, 1995
Selon I'étude de Christie et Co4i®84 certains métaux entrainent I'oxydation du GSH camm
le Cu, Co, Mn, Fe, et le Cr, tandis que d'autre des tmmap stables avec le GSH sont formés
par d’autre comme le Zn, Cd, Hg, Pb, Ni. Ces deux @atpourraient expliquer la diminution
du taux de glutathiofHalliwell et Gutteridge, 1999, Stohs et Bagchi, 1)998lon Canesi et
Viarengo (1997, une diminution du contenu de glutathion est principaeicorrélée a une
diminution de lactivité de la glutamyl cystéinensyétase, cette derniere intervient dans la
biosynthese de GSH.



D’un autre coté la réduction du taux de GSH peue &xpliquée également par

'augmentation de l'utilisation de ce dernier par la GSiisda réaction de conjugaison.

Parallelement a la diminution du taux de GSH, nous\ns noté une augmentation
du l'activitt GST au niveau les tiges en présenceudNPK. Cette augmentation est une
réponse au stress oxydatif provoqué par la présaihee engrais, les enzymes de
biotransformation sont parmi les premiéres a réepoRdla présence d’'un xénobiotique dans un
organisme vivant cette augmentation indique un televée de conjugaison de particules
métalliques avec le glutathidRersié, 2004 Dans le systéme racinaire, on note une diminution
de l'activité GST.

» Latoxicité du traitement NPK étant provoquée, quelle seraisa conséquence?

L'attaque radicalaire des membranes provoque dedifications de la perméabilité
membranaire liées a la formation de peroxydes itipigs (Lawton et Donaldson 1991La
lipoperoxydation membranaire est une réaction ennehgui se déroule en trois étapds):
l'initiation correspond a l'attaque d'un acide grpslyinsaturé par un radical libré2) la
propagation c'est-a-dire la péroxydation des phdgptles voisin et (3) la réaction cesse
lorsqu’une molécule piége les radicaux libf€seurdassier et a2001 cette réaction conduit a
la formation de produit cytosoliques et mutagenesdéigradation des acides gras comme les

hydropéroxydes ou le malonedialdéhydipha Jollah et al2009.

Dans notre étude, Le dosage du taux de MDA réadissag I'acide thiobarbiturique, au
niveau des racines cultivées en présence des dosto@ms croissantes en NPK montre que, le
blé accumule beaucoup plus de ces substancestadénme forte peroxydation des lipides
membranaires. Cette forte peroxydation est due a une gresmaatation des @, une des formes
actives de lI'oxygéne (Baisak et,al994 ; Sairam et Srivastava, 2002). L’augmentationade |
peroxydation des lipides suite a I'addition de PK traduit, une induction des effets oxydatifs
des Formes active d’oxygéne. Xue et(@001), notre travail est en parfait d’accord akesc
travaux de (Radic et al2009) qui en montrer une augmentation des taux|'ddDA chez

Lemna minor en présence du Aluminium.



Conclusion

Ainsi, dans cette partie, nous avons confirmé leatara toxique oxydatif de 'NPK a travers

I'étude des métabolites et des activités antioxydantezyees telle que la GSH; CAT et APX.

De ce fait une étude de bioaccumulatimnconcentration de certain engrais s’avére

complémentaire et peut nous aider a élucider cettaeafiifé de toxicité.



CHAPITRE 4:
METABOLISME RESPIRATOIRE



1. Introduction

La photosynthése et la respiration sont deux phénes) que produisent les plantes
vertes. Sous une lumiere particulierement intensphtdosynthése est le processus dominant.
Pendant la nuit, ou en I'absence de lumiere, la pjtiosse cesse, et la respiration devient le
processus dominant : la plante consomme des nutSn(@our sa croissance ou une autre

réaction métabolique).

1.2 Les Especes Réactives de I'Oxygene

1.2.1. ERO ou radicaux libres?

Les ERO désignent a la fois des especes radicaldeel’'oxygene (@ O,") et des
especes non radicalaires. Ainsi, tous les radicaygenés sont des ERO, mais tous les ERO ne

sont pas des radicaux. (Halliwell, 2006).

1.2.2 Les différents types d’'ERO

* Les ERO primaires

Differents types d’ERO, plus réactifs que J,(peuvent étre formés dans les organismes
vivants. Certaines, directement dérivées de la méde dioxygéne, sont appelées ERO
primaires. Dans un premier temps, un apport énergéti@organise les électrons de la molécule
de dioxygéne pour former une des deux formes du dioxygegeairfFoote et al 1985).

» Les ERO secondaires

Les ERO secondaires correspondent aux ERO formaeséactions entre les ERO
primaires et les composés biochimiques de la eellué Tableayll) présente quelgues ERO

secondaires. Contrairement aux ERO primaires, preslude facon réguliere et en quantité



importante par les cellules végétales, les ERO skams sont seulement formées dans des
conditions particulieres. Mis a part certains pgdes organiques, trées peu d’études se sont
intéressées a ces ERO, et leur importance biologigtigliscutable. Les Espéces Réactives de
'Azote (ERA) sont également présentées dans celedabl. Ces especes particulieres,
possédant a la fois des capacités oxydantes dianites, devraient plutbét étre dénommeées

Especes Réactives de 'Oxygéne et de I'Azote.

Tableau 11 : Présentation de quelques espéces réactives deg€ory(ERO) et de l'azote
(ERA) radicalaires ou non (Halliwell, 2006).

Especes radicalaires Espéces non radicalaires

ERO: ERO :

Carbonate, CO3 Acide hypobromeux, HOBr

Peroxyl, RQ Acide hypochloreux, HOCI

Alkoxyl, RO. Peroxydes organiques, ROOH

Radical dioxyde de carbone, €O Peroxynitrite, ONOOPeroxynitrate,
O.NOOAcide

peroxynitreux, ONOOH
Peroxomonocarbonate, HCOO&O

ERA: ERA:

Oxyde nitrique,NO Acide nitrique, HNQ

Dioxyde nitrique .NO; Cation et anion nitrosyle, NOet NO

Radical nitrate,NO3 Tétraoxyde et trioxyde d’azote 8, et N,O3
Peroxynitrite, ONOOPeroxynitrate,
O.NOOAcide

peroxynitreux, ONOOH
Cation nitronium, NG@'
Chlorure de nitrile, NGCI

1.3Production d’ERO lors des principaux processus métaoliques

1.3.1 Les chloroplastes et I'appareil photosynthajue

Les cellules chlorophylliennes, du fait de leur prctibn d’G, au cours du processus

photosynthétique, sont particulierement exposées @éhération d’ERO. Le chloroplaste est



souvent considéré comme étant la principale soudERO chez les organismes
photosynthétiques (Edreva, 2005; Asada, 2006).

Le processus photosynthétique est a l'origineadfoimation directe d'19et d'G,” et
indirecte d’HO, (par dismutation de I'@) et d'OH. Il y a encore peu de temps, le
photosystemel (PSI) était considéré comme la squineipale des ERO chloroplastiques. Dans
des conditions physiologiques normales, le fluxeat&bns du PSI est dirigé vers le NADP qui
est réduit en NADPH par la ferrédoxine NADP réductase (FNR).

Lors d’'un stress (par exemple, une luminosité tropartante), la chaine d’électrons peut
se saturer. Une partie du flux d'électrons peut &fiers dérivée par la ferrédoxine vers
'oxygene. Cette réaction est connue sous le nonrédetion de Mehler. En plus de la
ferrédoxine, d’autres accepteurs d’électrons dugeSkedent un potentiel redox suffisamment

négatif pour réduire le dioxygene en anion superoxyddl@el951; Asada et.all994).

Le PSII est également un site de génération,d{Cleland and Grace, 1999; Dat et al
2000). Les quinones A et B du PSII seraient impkguéans la perte d’électrons conduisant a la
réduction de I'Q. Certains auteurs ont méme suggéré que la produchioroplastique d’anions
superoxydes serait majoritairement le fait de cptge d’électrons du PSII, en particulier au
niveau des quinones B (Zhang et 2D03). La chlorophylle a (Chl a) du PSII possedéedgant
la capacité de transmettre directement un élecrboxygene, en cas de saturation de la CTE
(Hippeli et al, 1999). Cette réaction dite photodynamique de classt caractérisée par les
réactions suivantes :

Chl a + lumiére— Chl a* (Chl a excitée)
Chl a*— ,Chl a (séparation des charges)
Lhla+ G, —Chla+ Q-

Une fois produits, les ions;Opeuvent se retrouver dans le lumen ou ils se peoto
pour former des H@susceptibles d’initier une peroxydation lipidiquesLanions superoxydes
sont aussi produits dans le stroma ou ils sontdespent pris en charge par la superoxyde

dismutase (SOD), responsable de leur dismutation,®a (fFoyer et al.1994).



La saturation de la CTE peut également conduir€Hha du PSII a interagir avec le
dioxygéne, via une réaction photodynamique de cldsgeduisant a la formation d’1£et non
d’'O," (Niyogi, 1999). Dans ce cas, la Chl a excitée neviquas d’'accepteur d’électrons et perd
progressivement de son excitation par des dégadsngenchaleur et un réarrangement des
électrons sur sa couche orbitale externe. Ce régemaent fait passer la Chl a de 'état singulet a
triplet, le tout accompagné d’une inversion de spires Chl a, sous forme triplet, peut alors
transmettre une partie de son énergie a une melérldioxygéne dont la couche externe
d’électrons se réorganise, conduisant a la formation dé&ng/gingulet :

Chl a + lumiéreChl a*
Chl a* (singulet) Chl a* (triplet)
Chl a* (triplet) +,6» Chl a (singulet) + 1©

1.3.2Les mitochondries et la chaine respiratoire

De la méme maniére que chez les autres organis@edies, les mitochondries
constituent une source importante d’ERO chez les plantasinN#ns, chez ces dernieres, la part
de la production d’ERO due aux mitochondries, esalée en fonction de I'organe considéré et
des conditions du milieu (en particulier I'ensdkghent). Ainsi, elles constituent la source
principale d’ERO dans les cellules non-chlorophyities, alors qu’elles ne représentent qu’une

faible part dans les cellules chlorophylliennes exposé&etuaiere (Foyer and Noctor, 2003).

Les mitochondries des végétaux different de leoradiogues animales par une chaine
de transport d’électrons difféerentes, et des fonstisupplémentaires comme la participation au
cycle de la photorespiration (Noctor et, &007). De plus, les mitochondries des cellules
photosynthétiques évoluent dans un environnememticpiéer, riche en oxygene et en
carbohydrates.

Dans des conditions physiologiques normales, endrémndu dioxygéne total consommeé
par la mitochondrie est transformé en ERO (Bovand Chance, 1973). De la méme facon que

pour la CTE des chloroplastes, c’est une saturateola CTE mitochondriale qui semble étre la



cause des pertes d'électrons vers,I'©es composeés intermédiaires radicalaires d’ubiisem
qguinones, formeés par la réduction du pool d’'ubiqnespar les complexes | et Il de la CTE,

seraient les principaux donneurs d’électrons au dioxy(éo#er, 2001; Rhoads et.aR006).

La production d'ERO a proximité des CTE peut généles dégats membranaires,
induisant une diminution accrue de l'efficience e CTE et une perte plus importante
d’électrons. La résultante est une augmentatiola @g€nération d’ERO diminuant d’autant plus
I'efficience de la CTE.

1.4La photorespiration

La photorespiration est un processus vital pouplastes. Bien qu’il apparaisse comme
un mécanisme colteux en énergie et peu rentabieécanisme physiologique remplit le réle de
« soupape de sécurité » du photosysteme, en éldtasdturation de la CTE chloroplastique
(Wingler et al., 2000).

La photorespiration est un processus complexedrilosbien les échanges de métabolites
entre les différents composants cellulaires. Ert effanplique des réactions métaboliques dans

le chloroplaste, la mitochondrie et le peroxysome (Foyal, 2001).

La réaction de transamination du glycolate, effeztdéns le peroxysome, conduit a la
formation de glyoxylate et d'#D, (Wingler et al. 2000; Nyathi and Baker, 2006).



2. Matériel et Méthodes

2.1. Etude du métabolisme respiratoire : L’appareil utilisé est une électrode & oxygéne, de type
HANSATECH, qui permet la mesure de la production ou de la consommation d’oxygene. L'appareil
comprend une cathode polarisé (-) en platine et une anode polarisé (+) circulaire en argent. Le contact
entre les deux électrodes est établi par un pont de solution saturée de KCI, la suspension cellulaire est
constamment remuée par un agitateur magnétique. L'application d’une faible tension électrique va
provoquer la réduction électrolytique de I'oxygene présent dans la solution. Le courant qui traverse le
circuit des deux électrodes quand la tension appliquée est en moyenne de 0,7mV, varie linéairement en

fonction de la concentration en oxygéne dissout dans la suspension cellulaire selon la réaction :

¥ 0,0+ 2¢€ o 5

La jaquette est maintenue a une température constante de 25°C. Cet appareil est relié a un ordinateur
sur lequel les spectres apparaissent et sont ensuite enregistrés sur une imprimante de type (Epson-LQ

1027). La méthode utilisée est adaptée aux racines isolées, (Djebar et Djebar, 2000).
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Figure 38 : Schéma de I'électrode a oxygene (Djebar et Djebar, 2000)

2.2.Etude du métabdisme photosynthétique

L'intensité photosynthétique des feuilles isoléss mesurée par I'électrode a oxyg:
comme pur l'intensité respiratoire I'échantillon (feuilles) est caché par manteau noire afi

de réduire au maximute processus métaboliq



6. Résultats

6.1 Effet de NPK sur le métabolisme respiratoire des reines

L'évolution du métabolisme respiratoire des racirkes graines de blé soumises au

traitement par les différentes concentrations NPK eseptés dans la Figure 39
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Figure 39: Enregistrement de l'activité respiratoire des ragide blé soumises au traitement

par les différents régimes NPK aprés 7jours du traitement.

Cette Figure montre que les racines des graineitémprésentent une forte activité
respiratoire atteignant les 241 moles ® la dixieme minute de I'enregistrement. Cette
consommation est de 44 moles aprés 10 min d’enregisnt. Le traitement par les deux
premieres combinaisons de NPK provoque une assgz ifthibition de I'activité respiratoire
qui avoisine les 15 moles,Ql en est de méme pour la combinaison NBK : 0,3 0,1): 9

moles O, .

Cependant, la plus forte combinaison de NPK a terwla perturber fortement I'activité
respiratoire en effet, apres 10 minutes d’enregigtrgnia quantité d’@ consommée par les
racines isolées est de 280 moles. Ce qui se trpduiine consommation tres faible 5moles O
Comparée a l'activité respiratoire des racines témoing-ceést prés de 9 fois inferieure.



La Figure 40 représente les effets des différeodesbinaisons NPK sur l'activité respiratoire

des racines isolées aprés 14jours de traitement
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Figure 40 Enregistrement du métabolisme respiratoire desneacide blé soumises au
traitement par les différentes concentrations de NPK dgrgsurs du traitement.

On constate une forte activité respiratoire obseph®ez les racines témoins et qui est exprimée

par une consommation d;@e prés de 250 moles @ la 8™ minute d’enregistrement.

on observe aussi que le traitement par la premiémnbinaisons NPK inhibe légérement

I'activité respiratoire.

La deuxieme et la troisieme combinaison NPK quandlles donnent des résultats édentiques
et inhibent l'activité respiratoire des racineslésode pres de 50% par rapport aux racines

témoins



Enfin, le traitement par la combinaison la plugdgsrovoque une forte inhibition de l'activité
respiratoire dont la consommation d'@asse de 300 moles ¢d@ 250 moles environ ; cad a

peine 50 mols @ou bout de 10 minutes d’enregistrement.

Ainsi le traitement par les différentes combinas®™NPK aprés 14 jours montre que l'activité
respiratoire des racines isolées de blé dur edbéehproportionnellement aux concentrations
NPK utilisées.

6.2 Effet de NPK sur le métabolisme respiratoire de tigs du blé

25 -~

20 4 —

15 A

Activité respiratoire (nmole 02/gPF)

10 -
OPhotosynthese
5 4 ’—h |—’_| O absence de lumiére
0 T T T T 1
° N N N N
N NG NG NS
% Al “° “
NN N
NPK

Figure 41: Evolution de l'activité respiratoire des tiges issde plantules de blé en

présence de différents régimes de NPK. Apres 7 jours dtenteit.

On constate que l'activité respiratoire des plagulémoins enregistrée en absence de
lumiéere est de 18 nmole in/g. PF. La présence de lumiéere déclenche cheleldtes
issues des plantules de blé une production d’oxygkams le milieu due au déclanchement

de la photosynthése ou on enregistre d’ailleursfarte production d’oxygene équivalente



a 20 nmole @min/g. PF. Le traitement par les différents régirdesNPK provoque une

baisse de I'activité respiratoire de prés de 90%.

En présence de lumiére, la baisse de l'activitiratwire enregistrée est de 75%. Et on
obtenue 9%.. Il ressort de cette premiére série dexpériencee das deux

phénomeénes métaboliques chez le blé semblenafidtés de la méme fagon, en effet la
respiration et la photosynthese sont tous les dettement inhibées par les différentes

combinaisons NPK.
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Figure 42 Evolution de l'activité respiratoire des tiges issde plantules de blé en

présence de différents régimes de NPK. Apres 14jours tentiet.

On constate que l'activité respiratoire enregestBez les plantules issues des tiges de blé
témoins en présence de la lumiére est plus élevéegjles correspondantes aux plantules
sans lumiere. Il en est de méme pour toutes les concensraie NPK utilisées.
Parallelement, on note une baisse progressive ettinaben de cette activité

proportionnellement aux concentrations de NPK utiliséette®aisse est de 75%.

Il ressort de I'ensemble de ces résultats quealetnent par le NPK provoque une baisse

importante de I'activité respiratoifeespiration et photosynthése compris



7. Discussion

L’ensemble des résultats obtenus dans cette pantieti@etravail montres que le traitement
des racines isolées de blé réduit fortement I'&étiespiratoire. Cette inhibition serait d’'une
part due a la présence des ERO qui sont connus eodlgment perturbateurs aussi bien du
meétabolisme respiratoire que la photosynthikss et_al 2003 ; kuciel et Mazurkiewicz, 204
et d’autre part elle pourrait étre expliqué pafai¢ que les divers éléments composant I'engrais
(N; P; K pourraient interfére dans le métabolisme respiratoire derfaticect sur la chaine
respiratoire des mitochondries. En effet, il a étéimoqu’aux niveaux des racines de blé dur
certains canaux calciques voltage dépendant de émbmane plasmique connus sous
'appellation (RCA)et qui controlent leAW (Pototiel de la préssion) membranaire, sont

perméables aux oligoéléments et ceux en présence dencfWinite, 2000

Parallelement les résultats obtenus dans notraitraous permettent de constater qu'aussi
bien la respiration que la photosynthése sont édgslpar le NPK chez les plantules issues des
grains de blé. Cet effet l1a est dO a la perturbadmta phosphorylation oxydative mitochondriale
(Chagra et al2009. Cetteperturbation s’expliquerait par I'interférence plnosphore dans les
activités enzymatiques respiratoires et par caredfgdans le mécanisme de la phosphorylation

oxydative.

8. Conclusion

La présence de NPK dans le protoplasme conduitsapéeturbations dans la balance
ionique, au niveau des enzymes des membranes et anaicromolécules. Ces perturbations
entrainent une faible production d’énergie par h@gphorylation et la photo-respiration, une
assimilation de l'azote perturbée, et un déréglendenhombreuses voies métaboliques. Si la
concentration en engrais excede le niveau de tulérade la plante, des perturbations
fonctionnelles apparaissent au niveau de la photoggg, en effet, la présence de I'NPK dans le
stroma des chloroplastes perturbe le transportetietrons. La glycolyse et le cycle de Krebs
sont aussi affectés. L’acquisition de nutrimentséranx, comme le potassium, les nitrates ou le
calcium est également réduite. La croissance de Mét perturbée par de trop fortes
concentrations de I'engrais. La plante montre ali@s signes de stress par la destruction de la

chlorophylle.



CONCLUSION GENERALE



Conclusion générale

Les engrais chimiques permettent d'obtenir un ghasd rendement agricole, mais sont

responsables d'ummllution massive des soét de I'eau, en effet, leur utilisation pose de agrie

problemes pour I'environnement et la santé humeainanimale. Les engrais constituent une
source de nutriments qui assure a la plante unssamce et une bonne résistance aux maladies.
Une fertilisation excessive entraine la pollutios éaux et des sols par une concentration élevée

en nitrates et phosphates.

Les résultats des expériences relatives a I'étudeeffets des différents régimes NPK
permettent de tirer un certains nombre de conclusions\artar quelques hypothéses.

Les résultats de notre étude concernant les paresnghysiologiques et biochimiques
des racines et tiges soumises aux différents ineids NPK montrent que I'ensemble des
parameétres étudigen particulier la croissance des tiges et des eacila teneur moyenne en
protéine, le taux des sucres totaux et le taux gedline sont fortement affectés en présence de

différents régimes NPK.

En ce qui concerne I'étude des biomarqueurs d'ékposnous avons mis en évidence une
augmentation significative de l'activité APX, paéddiment une augmentation de l'activité Catalase,
connu pour leur réle dans la détoxification au aiveles tiges et des racines. Et une augmentation du

taux MDA, en effet, I'augmentation de ce dernigerturbe la fluidité membranaire, rend la

membrane plus perméable, modifiant ainsi les homéostdsegaes et redox cellulaires.

En ce qui concerne les parametres métaboliques ar davphotosynthéese et la respiration, il
apparait clairement qu’elles sont trés affectéeprésence des différents régimes NPK, cette inbibiti
est liée a la présence des ERO, en effet]ajtexicité des ERO s’exprime par de nombreux aspec
et en particulier par la perturbation de nombreuwcessus physiologiques comme la
photosynthese (Dat et.al2000). Cette toxicité s’explique par la réactivilés ERO, en

particulier celle de IOH, envers les macromolécules biologiques.

L’ensemble des résultats obtenus nous laisse sergdérypothese suivant: les
perturbations observées dans le métabolisme puatéspraient en fait la traduction de



perturbation du contenu protéig(les ERO induit des cassures, et les protéines ogyuEeent
leurs propriétés biologiques, et elles deviennams pensibles a I'action des protéases (Stadtman
and Levine, 2000).

Les perturbations enzymatiques enregistrées touchessi bien la chlorophylle que les
sucres totaux et plus particulierement les mécassranergétiques de I'ATRATPase
mitochondrial¢; c’est effectivement ce que nous observons lorsdde phosphorylations
oxydative enregistrées en présence de difféeremgsodions NPK. On assisterait ainsi a une
inhibition de la phosphorylation de ADP en ATP deke-méme a une perturbation du
fonctionnement de I'ATP ase a l'origine d’'un déclage de la phosphorylation oxydative, ce

qui est en parfait d’accord avec les résultats de (Loeb €08b).

Cillard et Cillard, 2006 montrent que Les lipides, peincipalement les acides gras
polyinsaturés (AGPI) membranaires, sont la cibleilpgiée des ERO. Ces dernier stimulent les
lipoxygénases et entrainent une destruction deshraras et la mort des cellules. Ces effets

apparaissent sans que I'organisme en question ne seinfart{visiblemen} affecté.

Au terme de notre travail, il ressort :

* Les racines sont d’excellents bio-indicateurs de la potiut

* Le NPK provoque des perturbations physico-chimiques, ertiaymea et métaboliques au
niveau les racines et les tiges de notre modéle végétal.

» Certains activités enzymatiques peuvent aussi rmarmettent de diagnostiquer la
phytotoxicité de certains engrdfSAT, APX et GST par exemple

» La respiration et la photosynthése sont deux phénem trés importants dans le
fonctionnement cellulaire peuvent servir comme mogi&valuation de la toxicité des

polluants.



Cependant, il reste de nombreux problemes a résaoticernant la relation entre la molécule

d’engrais et I'induction enzymatique ou a niveau plus dergpencore : I'activité ATPasique.

Dans ce cadre il serait intéressant de mener c&stigations directement sur des organites
subcellulaires isolés (membrane plasmiques, chlostgda vacuoles...) a partir de plantes

traitées ou pan vivo) par des engrais.
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