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Résumé

La production de la tomate (Solanum lycopersicum L.) occupe une place économique
trés importante. Notre présente étude investigue 1I’impact de 1’engrais chimique NPK amendé
a différentes doses agronomiques (TO : 15kg/ha, T1 : 20kg/ha, et T2 : 25kg/ha) sur les teneurs
des composés phénoliques, les pigments photosynthétiques (chlorophylle a, b, totale et
caroténoides), les biomarqueurs du stress oxydatif (malondialdéhyde et peroxyde
d’hydrogéne), ainsi que l’activité antioxydante non enzymatique (la proline, et 1’acide
ascorbique). Aussi, deux méthodes de 1’évaluation de la capacité antioxydante ont été
utilisées, FRAP et DPPH. L’objectif est de déterminer la meilleure dose agronomique NPK.

Les résultats obtenus montrent que la tomate fertilisée avec 25 kg/ha de NPK
indiquent une augmentation des teneurs des biomarqueurs du stress oxydatif contre une
diminution de l'activité antioxydante et des composants antioxydants phénoliques. Cependant,
avec le traitement T1 (20 Kg/ha) on a enregistré une diminution des biomarqueurs du stress
oxydatif et une augmentation des composés de I’activité antioxydante non enzymatique.
Donc, on suggére que cette dose agricole utilisée est le meilleur choix afin d’obtenir un

meilleur rendement sur le plan agricole et économique.

Mots clés : La tomate (Solanum lycopersicum L.); NPK ; les composés phénoliques ; les
pigments photosynthétiques ; les biomarqueurs du stress oxydatif.



Abstract

The production of tomatoes (Solanum lycopersicum L.) occupies a very important
economic place. Our present study investigates the impact of the chemical fertilizer NPK
amended at different agronomic doses (TO: 15kg / ha, T1: 20kg / ha, and T2: 25kg / ha) on the
contents of phenolic compounds, photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total and
carotenoids), biomarkers of oxidative stress (malondialdehyde and hydrogen peroxide), as
well as non-enzymatic antioxidant activity (proline, and ascorbic acid). Also, two methods of
assessment antioxidant capacity were used, FRAP and DPPH. The aim is to determine the
best NPK agronomic dose.

The results obtained show that tomato fertilized with 25 kg/ha of NPK indicate an
increase in the levels of oxidative stress biomarkers against a decrease in antioxidant activity
and phenolic antioxidant components. However, with the T1 treatment (20 Kg/ha) a decrease
in oxidative stress biomarkers and an increase in non-enzymatic antioxidant activity
compounds was recorded. Therefore, it is suggested that this agronomic dose used is the best
choice in order to obtain a better agricultural and economic yield.

Keywords: Tomato (Solanum lycopersicum L.); NPK; phenolic compounds; photosynthetic

pigments; biomarkers of oxidative stress.
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Introduction
Générale



Le monde des sciences agrobiologiques et médicales est envahi par le concept du «
stress oxydant », c'est-a-dire une situation ou la cellule ne contrdle plus la présence excessive
des radicaux libres oxygénés toxiques qui constitue une« background » pour la plupart des
pathologies humaines. La découverte d'espéces chimiques radicalaires, présentes
normalement, dans l'organisme a bouleversé notre compréhension des mécanismes
biologiques. Ces radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils
sont tres utiles pour I'organisme a dose raisonnable, mais la production peut devenir excessive
par le biais des sources exogenes, et I'organisme va devoir se protéger de ces exces par
différents systemes antioxydants. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme des radicaux, 1’état généré par l'exces
de ces radicaux est appelé « stress oxydant ».

En agriculture, les engrais chimiques sont administrés en vue daugmenter le
rendement des cultures. Ils sont responsables d'une pollution massive des sols, mais sont
surtout la cause majeure de la pollution de I’air et de I’eau et affecte non seulement les
organismes ciblés, mais aussi les especes sauvages (non ciblées) comme les vers de terre.

Les plantes sont dotées d’un systeme unique pour se défendre contre les especes
réactives oxygénées (ROS), en régulant les activités des enzymes antioxydants, tels que les
superoxyde dismutases (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxydase (APX) et glutathion
réductase (GR) qui diminuent la production des ROS et réduisent les niveaux de peroxyde
d'’hydrogéne, de peroxydation des lipides et des électrolytes, ce qui confere une tolérance aux
ROS pour les plantes soumises & un stress.

Dans cette eétude le matériel vegétal utilisé est la tomate (Solanum lycopersicum L.)
qui appartient a la famille des Solanaceae. La tomate, culture stratégique, est le second
produit maraicher suite a la place gu'elle occupe dans les habitudes alimentaires des algériens.
Cette ¢tude a été menée afin d'étudier I’effet de I’engrais chimique NPK amendé¢ a différentes
doses agricoles sur la culture de tomate. L’effet sur le rendement final recherché par les
agriculteurs nécessite un apport efficace et économique en NPK. Ainsi, cette étude permet
d’examiner D’effet des différentes doses de NPK sur les composés phénoliques ainsi que le
métabolisme oxydatif de la plante comme biomarqueurs de I’état de santé de la culture.

Le meilleur choix de dose sera deduit en fonction des deux paramétres, a savoir état de

santeé de la plante conjugué au rendement.
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Introduction

Radicaux libres, espéces oxygénées réactives (ROS), stress oxydant et antioxydants
sont devenus des termes familiers tant dans le monde médical que dans le grand public. Au
début des années 2000, ces notions n’étaient généralement évoquées que dans les congres
scientifiques. Mais ces derniéres années, 1’industrie pharmaceutique, les laboratoires
d’analyses médicales et la presse grand public ont massivement diffusé des informations
relatives aux antioxydants, sans parfois 1’esprit critigue nécessaire (Defraigne and
Pincemail,2008).

1. Definition

1.1 Stress oxydant

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces
radicalaires (ou réactives) de 1’oxygene et les capacités cellulaires antioxydantes, ¢’est-a-dire
un état physiologique ou la perte d’¢électrons dépasse le gain d’électrons, induisant une fuite

électronique avec la formation des ROS et/ou RNS (Nemmiche, 2017) (Figure 1).

Systémes antioxydants

Enzymatiques Non enzymatiques
Sanrees A'FOR
Superoxyde Glutathion,
Endogenes Exogenes dismutase, Vitamines C. A E_
Catalase, Ubtquinonea,
NADPH oxydase, Toxiques Gharathion Lipoate.
Chaine respiratoire eavironnementan, peroxydase Pyviuvate.
mitochondriale RAdlaﬂDf‘ls ionisantes - Poi\,’phélmls
Peroxysomes. et UV, Champs alimentgires
Cytochrome Pysy, clectiiques,
Xanthine oxydase, Xénobiotiques pro- P —
Cyclo-oxygénases, oxydants. Cytokines —=
Lipo-0OXVZeénases. pro-intlammatoires
T
|

A,

Figure 01: Déséquilibre de la balance pro-oxydant / antioxydant (Nkhili, 2009).
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1.2 Radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) qui possede un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur orbital externe (Valko et al., 2007). Cet état lui
confére une instabilité énergétique et cinétique qui le rend généralement capable de réagir

avec d’autres molécules chimiques environnantes.

1.3 Espéces réactives de ’oxygene (ROS)
L’oxygene est un ¢lément indispensable a I’organisme aérobie et contribue en grande
partic a la synthése de 1’énergie stockée sous forme d’ATP par le processus de la

phosphorylation oxydative qui se réalise au niveau des mitochondries.

En biologie les radicaux libres sont formés le plus souvent a partir de 1I’oxygene d’ou
leurs appellations : les espéces réactives de 1’oxygeéne (EROs) qui désignent a la fois des
especes radicalaires de I’oxygéne et des espéces non radicalaires (Migdal and Serres, 2011)

(tableau 1 et figure 2).
Tableau 01: Les espéces réactives d'oxygene (Bartosz, 2003).

Symbole .
Propriétés

chimique

Anion Superoxyde o* Radical formé par la réduction mono-électronique de 1’oxygeéne,
peu réactif mais toxique.

Radical hydroxyle OH’ L’espece radicalaire la plus réactive de 1’oxygene, a une demi-vie
extrémement courte d’environ 107, capable de réagir trés
rapidement avec la plupart des biomolécules (ADN, protéines et
lipides).

Oxygene singulet 'o, La forme excitée de I’oxygéne moléculaire est souvent assimilée
a un radical libre en raison de sa forte réactivité.

Peroxyde d’hydrogéne H,0, C’est une molécule non radicalaire, stable, présente une toxicité
importante.
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Arginine

Figure 02 : Les ROS cellulaires radicalaires et non radicalaires (Ye et al., 2015).

1.4 Especesazotéeesréactives (RNS)

Comme les ROS, les espéces réactives de I'azote (RNS) sont un autre ensemble de
molécules de radicaux libres et non radicaux produites dans des conditions stressantes, qui
conduisent a un stress nitrosatif. RNS est dérivé de I'oxyde nitrique qui sert de composant de
signalisation clé dans divers mécanismes de tolérance, et certains d'entre eux sont également
impliqués dans le cycle de I'azote (Frungillo et al., 2014). Les principaux RNS dans les

plantes sont cités dans le tableau 2.

Tableau 02: Les principaux formes réactives de nitrogéne (Augusto et al., 2002).

Les espéces réactives de ’azote

nitricoxide(-NO) nitrate(NOs )

nitrogen dioxide(-NO,) = nitrosonium cation (NO™)
S-nitrosothiols (RSNO) dinitrogen trioxide (N,Os)
peroxynitrite (ONOQO™)  dinitrogen tetroxide (N,O,)
nitroxyl anion (NO") nitrylchloride (NO,CI)

nitrous acid (HNO,)




Chapitre | Le stress oxydatif

Ces dernieres années, les especes d’azote réactif (RNS) ont fait I’objet d’une attention
considérable en raison de leur réle indispensable dans les mécanismes régulant divers
processus biologiques de croissance et de développement dans des conditions normales et de
stress. Ils jouent un rdle central dans la dormance des graines et germination, croissance et
développement des plantes, mouvements stomatiques, reproduction, vieillissement et

sénescence, ainsi que dans les réponses des plantes aux stress environnementaux.

1.5 Especes réactives du soufre (RSS)

Especes réactives du soufre (RSS) sont des composés soufrés redox-actifs formés dans
des conditions de stress oxydatif pouvant étre a l'origine de réactions d'oxydation (Brannan,
2010).Les principales RSS sont citées dans le tableau 03.

Quelles sont donc les propriétés physiques et chimiques qui conférent au soufre la
capacité a former des especes réactives ? Le soufre, comme I'oxygéne, est un chalcogéne, le
nom donné aux éléments du groupe 16 (anciennement groupe V1) du tableau périodique. Les
éléments de ce groupe chacun ont six électrons dans la coquille de valence et montrent de
nombreuses propriétés chimiques similaires, y compris la possibilité d'exister dans différents
états d'oxydation dans diverses molécules. Le soufre peut avoir des états d'oxydation allant de
-2 a +6 sous ses différentes formes alors que I'oxygene a généralement une forme d'oxydation
allant de -2 a 0 (Gruhlke et al., 2012).

Tableau 03: Les principales formes réactives du soufre (Gruhlke et al.,2012).

Thiol (RSH) (-NO)

Disululfide (RSSR) (-NO2)

Sulfenic acid (RSOH)

Thiosulfinate (disulfide-S-monoxide) (RS(O)SR)
Thiosulfonate (disulfide-S-dioxide) (RS(O)2SR)

Thiyl-Radical (RS:)

-
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2. Les sources d’especes réactives

2.1 Lessources des ROS

Les sources de ROS sont a la fois extracellulaires (polluants, xénobiotiques,
médicaments et radiation) et intracellulaires (Figure3). La majeure partie des ROS
(généralement plus de 90%) dans les organismes vivants est produite par les chaines de
transport d'électrons mitochondrial, réticulum endoplasmique, membranes plasmiques et

nucléaires, et systeme photosynthétique (Nemmiche, 2017).

La chaine respiratoire mitochondriale constitue la source principale de production des
radicaux libres, et environ 98 % de 1’oxygeéne parvenant a I’intérieur de la mitochondrie est
réduite pour former de I’eau par le cytochrome oxydase, mais une faible proportion de
I’oxygeéne (2 a 5%) subit une réduction mono-électronique conduisant a la formation du

radical superoxyde (Turrens, 2003).

Chloroplast . )

—_— . Mitochondria

PSI: electron transport chain —_———

Fd, 2Fe-2S, and 4Fe-45 clusters Complex I: NADH dehydrogenase segment

PSII: electron transport chain Complex II: reverse electron flow to complex 1
Complex III: ubiguinone-cytochrome region
es

QA and QB
. Enzym
Chlorophyll plgmenl'\ Aconitase, 1-galactono-y

lactone, dehydrogenase (GAL)

Cell wall
Cell-wall-associated peroxidase
—

Endoplasmic /
retic_uiu.m

NAD(P)H-dependent

&~ Plasma membrane
S\ $mmmm—Electron transporting oxidoreductases

M \ MNADPH oxidase, quinone oxidase

Peroxisome

diamine oxidases

Matrix: xanthine oxidase (XOD)

electron transport Apoplast Membrane: electron transport chain flavoprotein
involving Cyt Pysg Cell-wall-associated NADH and Cyt b
oxalate oxidase Metabolic processes: glycolate oxidase,
Amine oxidases fatty acid oxidation, flavin oxidases,
disproportionation of 0"~
radicals

Figure 03 : Sites de production des espéeces réactives de I'oxygene chez les plantes (Sharma et
al., 2012).

2.2 Lessources des RNS

Chez les plantes, le NO est connu comme une molécule bioactive multifonctionnelle et
joue un réle important en tant que régulateur de la physiologie des plantes, de la résistance

aux maladies, et de la tolérance au stress (Nabi et al., 2019).
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Sa synthese a été signalée pour la premiére fois il y a plusieurs décennies dans les
Iégumineuses, cependant la source enzymatique exacte de NO reste encore a élucider.
Plusieurs voies d'oxydation et de réduction découvertes pour la synthése de NO, la
détermination du mécanisme exact de la synthese du NO et de la maniére dont il est régulé
dans les plantes est compliquée par I'existence de ces plusieurs mécanismes possibles de
synthése du NO.

Certaines etudes ont indiqué que la synthése de NO peut se produire en réponse a un
stress d’origine biotique et abiotique causé par la salinité, la sécheresse, le froid et les métaux
lourds (Gould et al., 2003 ; Sun et al., 2012 ; Tan et al., 2012). D'autre part, la synthese de
NO chez les animaux a été bien documentée. Le NO est biosynthétisé par l'activité de
I'enzyme NO synthase (NOS) (Figure 4), trois isoformes ont été identifiées chez les animaux :
endothéliale (eNOS), neuronale (nNOS) et inductible (iNOS) (Alderton et al., 2001).

‘Homodimer ~t Oxygenase Domains "

Figure 04 : Représentation schématique d'oxyde nitrique synthase (Forstermann et al., 2006).

2.3 Lessources des RSS

Les especes réactives du soufre (RSS) sont chimigquement, biochimiquement et
physiologiquement similaires aux ROS et peuvent étre produites a partir d'oxydations
séquentielles a un électron d'hydrogene sulfuré (H,S) pour former un radical thiyle (HS"), de
I'nydrogene persulfuré (H,S;) et un radical persulfuré (HS,™) avant de terminer en soufre

élémentaire (Sy) ; ce dernier se transforme généralement en Sg (Olson, 2018) (Figure 5).

HaS (+€-) — > HS™ (+e-) — > H,S; (+e-) —> HS;” (+e-) - > S,
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Figure 05 : Les états d'oxydation du sulfure des RSS sélectionnées (Mishanina et al., 2015).

3. L’importance des espéces réactives dans la vie d’une plante

Les ROS sont depuis longtemps reconnues pour leur importance dans la réponse des
plantes aux contraintes environnementales. Certains symptdmes observés en situation de
stress d’origine biotique ou abiotique (par exemple, blanchiment des feuilles, nécroses) sont la
conséquence d’une forte accumulation de radicaux libres oxygénés et d’une altération de
I’homéostasie cellulaire.

Ces symptdmes traduisent a la fois une oxydation de la chlorophylle au niveau des
feuilles, mais aussi la mort par nécrose de cellules isolées ou de groupements de cellules dans
les différents tissus végétaux (Figure 06). Ainsi, méme si les ROS sont formées au cours du
métabolisme normal de la plante, ’augmentation de leur concentration intracellulaire est
souvent synonyme de stress. La plupart des symptémes liés aux conditions de stress est
amplifiée par I’effet des ROS. Par exemple, une forte augmentation du taux de peroxyde
d’hydrogene dans les chloroplastes et les peroxysomes est observée en réponse a une

exposition a de fortes intensités lumineuses (Parent et al., 2008).
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Figure 6 : Feuilles de chéne montrant (a) les symptdémes d'oxydation de la chlorophylle et (b)

les nécroses liées a la mort de cellules (Parent et al., 2008).

De nombreuses études ont montré que les ROS peuvent aussi intervenir dans les
cascades de signalisation responsables de I’induction et de la régulation de nombreux genes
de défenses. Les ROS sont désormais aussi considérées comme agents régulateurs de la mort
cellulaire programmee (PCD : programmed cell death) chez les plantes. Ce processus de mort
cellulaire, actif et contrdlé génétiquement, se retrouve tout au long de la vie des plantes. En
effet, différents types cellulaires ou organes sont éliminés, au moment approprié, au profit de
I’organisme et de la population ; ils constituent des modeles de la PCD végétale. Au cours du
développement, la PCD est impliquée dans de nombreux phénoménes comme la germination
(couche aleurone), la différenciation des vaisseaux conducteurs de la séve brute et élaborée, la
croissance (coiffe racinaire), la reproduction (tube pollinique), ou bien encore la sénescence
(feuilles). Par ailleurs, les plantes ont aussi recours a cette mort controlée pour s’adapter et
résister aux conditions adverses de leur environnement, comme durant des déficiences en
alimentation minérale ou hydrique, les extrémes de température, I’hypoxie ou encore 1’attaque

pathogéne (Parent et al., 2008).

4. Les cibles des dérivés actifs de I’oxygeéne

Les espéces réactives oxygénées induisent des dommages au niveau moléculaire et
cellulaire (Figure 7).
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Figure 07 :

4.1

Stress oxydatif au niveau des biomolécules (Sivandzade et al., 2019).

Les cibles lipidiques

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique, correspond a la détérioration

oxydative de doubles liaisons d’acides gras insaturés (AGI), dans des esters de glycérol (tissu

adipeux), de phospholipides (membranes), ou de cholestérol (Valko et al., 2007) (Figure 8).

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ROS radicalaires en

raison de leurs hydrogenes bis-allyliques facilement oxydables. Plus I’acide gras est insaturé

et plus il est susceptible d’étre peroxydé, c’est a dire dégradé par un processus oxydant non

enzymatique.
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Figure 08

Processus de la peroxydation des lipides (Loussouarn-Yvon, 2017).
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4.1.1 La peroxydation non enzymatique

Elle se définit par un enchainement de réactions radicalaires se déroulant en trois
étapes (Figure 9) :
La 1% réaction produit un radical libre par rupture homolytique d’une liaison carbone-
hydrogéene (= I'initiation).
Puis les réactions s’enchainent pour produire plusieurs radicaux libres (=la
propagation), qui se combinent pour former des composés non radicalaires (= la terminaison).
1) Initiation par déshydrogénation :
RH+X ->R" + XH
2) Propagation en présence d’O; :
R+ 0-O"- > ROO’ (réaction rapide)
ROO"+ RH — > ROOH + R’ (réaction lente)
3) Terminaison par dimérisation de R° :
Les radicaux formeés précédemment réagissent entre eux pour conduire a plusieurs
produits qui ne sont plus des radicaux libres :
R'+R ->RR
ROO™ + ROO" - > ROOR + 0O,
R+ ROO ->ROOR
Nous obtenons donc des peroxydes ROOR a I’étape finale.

RH
Y HO

Initiation

' B0
J Fe**  Fe' O
R \ ROOH ’ - RO ———————®»

Propagarion (
o\, )
EH

R BROO
o antioxydants
Terminaisan {vitamine E, GSH...)

aldéhydes,
aleanes...

v
anfioxydnnts’,

ROOR, RH,
ROO-0O0OR

Figure 09 : La peroxydation lipidique non enzymatique (Januel, 2003).

=




Chapitre | Le stress oxydatif

4.1.2 Les conséquences de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique spontanée s’avére toujours néfaste. Dans les conditions
physiologiques normales, elle refléte la toxicit¢ de 1’oxygéne et a plusieurs

conséquences (Kuhn et al., 2002) :

e [a présence d’un groupement peroxyde perturbe les interactions hydrophobes
lipides/lipides et lipides/protéines, ceci conduit a des altérations structurales des
membranes et des lipoprotéines ;

e La fluidité des membranes est diminuée et la perméabilité est augmentée, des enzymes
et des récepteurs membranaires sont susceptibles d’étre inactivés ;

e Les hydroperoxydes lipidiques sont a leur tour la source de radicaux libres qui peuvent
induire des modifications secondaires des autres membranes et/ou des constituants des

lipoprotéines.

4.2  Les cibles non lipidiques

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipides (Nemmiche, 2017).

4.2.1 L’oxydation des sucres :

Les glucides sont des constituants organiques abondants chez les étres vivants, on les
trouve notamment chez les végétaux. Ils comprennent par exemple la cellulose, qui est le
composé organique le plus représenté dans la biosphére, renfermant plus de la moitié du
carbone organique. lls sont attaqués par les ROS (H,0,, ‘O, ‘OH ou des radicaux peroxyles
d’AG), avec abstraction d’hydrogéne au niveau d’une des liaisons CH-OH. Le radical alkyle
(*C-OH) ainsi formé se combine immédiatement avec de I’oxygene pour former un carbonyle
(C=0) et expulser un radical hydroperoxyde ((OOH). L’opération se prolonge jusqu'a former
un composé dicarbonylé.

Par auto-oxydation (RL), des sucres comme le glucose forment des composés
dicarbonylés (contenant deux C=0), dont les plus connus sont les glyoxal et les
glycolaldéhydes, qui pourront se lier a des protéines par réaction de Maillard et altérer les

propriétés chimiques de celles-ci (Abid and Amarouche, 2016).

.
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4.2.2 L’oxydation des protéines

Etant donné qu’elles sont abondantes, les protéines sont une cible importante pour les
ROS. Une modification quelle que soit minime entraine une perte d’une fonction @ médiation
protéique.

Il a été estimé que les protéines pouvaient piéger la majorité des ERO générés (50—
75%). Leur oxydation affecte la fonction des protéines qui peuvent se fragmenter ou former
des agglomérats les rendant susceptibles a la protéolyse, et résulte en la formation de
protéines carbonylées (PC) dont I’accumulation peut étre dosée comme témoin de I’oxydation
(Clarkson et al., 2000).

Suivant leur nature, les acides aminés subiront des attaques radicalaires présentant des
successions de réactions différentes. L’oxydation des acides aminés est similaire a celle des
sucres et implique une attaque radicalaire (LOO—-LOOH, ou autre) sur un des groupes
méthyle lié a un atome d’azote. Le radical d’acide aminé obtenu réagira avec 1’oxygene pour
former un composé avec expulsion d’un radical peroxyde d’hydrogeéne ou d’un peroxyde

d’hydrogéne, le composé obtenu étant ensuite transformé en un aldéhyde (Spiteller, 2006).

4.2.3 L’oxydation de PADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres
vivants, il s'agit d'une molécule trés sensible a I'attaque par les radicaux de I'oxygene. Cing
classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH" peuvent étre générées. Parmi
elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins
et des pontages ADN-protéines. Les bases qui composent I'ADN, et particulierement la
guanine, sont sensibles a I'oxydation (Favier, 2003).

L'attaque radicalaire peut étre directe et entraine I'oxydation des bases, engendrant un
grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8
oxo adénine, formimido uracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol,

oxazolone (Figure 10).

.
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Figure 10 : Lésions de I'ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier, 2003).

5. Les systéemes de protection

Face aux attaques générées par les ROS, I’organisme doit se protéger et cela a partir de

la synthése des antioxydants. On peut définir un antioxydant comme étant une substance qui

présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, aide significativement

a retarder ou inhiber 1’oxydation de ce substrat.

5.1

Les antioxydants enzymatiques

Les systemes antioxydants enzymatiques sont largement représentés par les protéines

cellulaires dont la principale fonction est de maintenir un environnement réduit a I’intérieur de

la cellule en plus de maintenir les niveaux d’antioxydants extracellulaires. Les principales

enzymes antioxydantes cellulaires sont représentées par la SOD, la catalase (CAT), la

glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR) (Figure 11) (Ntimbane, 2009).

|
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Figure 11 : Mode d'action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).

5.1.1 Les superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases sont capables d’éliminer I’anion superoxyde par une

réaction de dismutation, formant avec deux superoxydes une molécule d'oxygéne et une

molécule de peroxyde d'hydrogene (Favier, 2006).

0, "+0, + 2H" — H,05 + O,

Les superoxydes dismutases existent sous trois isoformes dont la structure d’ensemble
est restée conservée, formant un puits hydrophobe au centre de la protéine dans lequel se
glisse 1’anion superoxyde. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au coeur

de I’enzyme dont la nature de ce dernier permettra de les distinguer, on y trouve les

superoxydes dismutases a :
» manganése (MnSOD)
» cuivre-zinc (Cu-ZnSOD)
fer (Fe-SOD)

&
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Tableau 04: Les différentes classes des SOD et leurs fonctions (Ganther, 1999).

MnSOD -Protéger la mitochondrie.

cCu-ZnSOD -Protéger le cytosol.

ecCu-ZnSOD -Protéger la face externe de la membrane des cellules endothéliales.
pCu-ZnSOD -Protéger le plasma sanguin.

Fe-SOD -Principale enzyme capable de détruire le peroxyde d’hydrogene.

5.1.2 Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme a héme qui réduit le peroxyde d’hydrogéne en libérant
I’oxygene et ’eau, elle est localisée surtout dans les peroxysomes et les hématies (Valko et
al., 2006). Cette enzyme métabolise I’H,0, résultant de I’action des SOD ou celui généré par

I’action des oxydases pour donner de I’eau.
2H,0, — O, + 2H,0

En éliminant I’H,0,, la CAT détoxifie indirectement la cellule des O,” qui sont
transformés en H,0, par les SOD (Ntimbane, 2009).

5.1.3 Ascorbate peroxydase (APX)

L'ascorbate peroxydase (APX) est une peroxydase de classe I qui utilise exclusivement
I'ascorbate (AsA) comme donneur d'électrons pour piéger 1'H,O, selon la réaction (Gupta et
al, 2015) :

2ASA+ H,0, — Dihydroxy-ascorbate + 2H,0

Il existe au moins neuf isoformes différentes d'APX (Mittler et al., 2004). Le
chloroplaste contient au moins trois isoformes, qui sont situées dans différentes parties du

chloroplaste, comme le lumen (APX4), le stroma (SAPX) et les thylacoides (tAPX).

5.1.4 Les enzymes du cycle d’oxydoréduction du glutathion

5.1.4.1 Glutathion peroxydases (GPx)

Les glutathion peroxydases (GPx) sont des enzymes tétramériques a sélénium

localisées dans le cytosol ainsi que dans la mitochondrie (Lacolley, 2007). La glutathion
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peroxydase (GPx) détruit le peroxyde d’hydrogéne et les peroxydes lipidiques en utilisant le
glutathion réduit comme donneur de protons, ce qui provoque son oxydation en glutathion
oxydé (GSSG) et aide les plantes a lutter contre le stress oxydatif selon la réaction suivante :

H,0, + 2GSH — 2H,0, + GSSG

5.1.4.2 Glutathion réductases (GR)

Le maintien de I’activité de la GSH-peroxydase nécessite la régénération du GSH qui
est assurée par la GSH-réductase. Cette enzyme est une oxydoréductase de la famille des
flavoprotéines. Elle catalyse la réduction du GSH en utilisant le NADPH comme cofacteur. Il
s’agit d’une enzyme potentielle du cycle de ’ASH-GSH qui joue un role important dans le
systéme de défense contre les ROS en maintenant 1’état réduit du GSH (Benhamdi, 2014).

Chez les plantes, la GR est localisée principalement dans les chloroplastes, mais une

petite quantité a également été trouvée dans les mitochondries et le cytosol.

5.1.4.3 Glutathion S-Transférases (GST)

Glutathion S-transférase est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez
tous les organismes. La glutathion-S-transférase (GST) est un systeme trés important dans la
protection de la cellule contre les espéces réactives de I'oxygeéne, par sa capacité de conjuguer

le glutathion avec les composés électrophiles et la réduction des peroxydes.

L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée

comme suit ;
GHS + R-X — GSR + HX

C’est I’enzyme majeure de la détoxification enzymatique des xénobiotiques.

5.2 Les antioxydants non-enzymatiques

5.2.1 L’acide ascorbique (Vitamine C)

L’acide ascorbique ou vitamine C est un antioxydant omniprésent dans les plantes.
Contrairement aux cellules animales, sa concentration est trés élevée dans les cellules
végétales ou il y joue un rdle important dans la croissance, la différenciation et le
métabolisme cellulaire (Foyer et al., 1994). Néanmoins, il est beaucoup plus connu pour son

action d’antioxydant trés puissant.

.
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L’ASC se lie avec le superoxyde, le peroxyde d’hydrogeéne ou les radicaux de
tocophérol pour donner [I’acide mono-dehydroascorbique (MDHA) ou [I’acide
dehydroascorbique (DHA) (Figure 12).

Ascorbic acid
H 2 MDHA GSSG
0s 'y “ reductase
H202 | Monodohydroascorbato DHA
U reductaso
Dehydroascorbate 2GSH

Figure 12 : Synthése et dégradation de I'acide ascorbique (Lyubenova and Schroder, 2010).

Ces derniers peuvent étre recyclés en acide ascorbique.

5.2.2 Alpha-tocophérols (Vitamine E)

Le tocophérol est une vitamine lipophile qui se localise dans la membrane des
thylakoides et des chloroplastes. Ce sont des antioxydants majeurs qui protégent les
membranes en piégeant les radicaux libres. Ils existent en quatre isomeéres dans la plante (a, 3,
Y, 0) qui se distinguent entre eux par le nombre et la situation des groupements méthyles fixés
sur le cycle phénolique. La forme o posseéde la plus forte activité antioxydante due a la

présence de trois groupes méthylés dans sa structure moléculaire.

5.2.3 Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine), il se trouve de
facon ubiquitaire chez les animaux et les végétaux ou il est localisé dans tous les
compartiments cellulaires comme le cytosol, le réticulum endoplasmique, vacuole,
mitochondrie, chloroplastes, peroxysomes ainsi que 1’apoplaste (Gill and Tuteja, 2010).

Chez les plantes, il joue un réle important dans la régulation du développement des
procédés tels que la division cellulaire (Vernoux et al., 2000). Il est aussi impliqué dans
multitude de processus cellulaires y compris la défense contre les ROS, la détoxification des
xenobiotiques et la séquestration des métaux lourds (Nemmiche, 2017) selon la réaction
suivante (Figure 13) :

H.0.,+ 2 GSH — GSSG +2 H,0
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0O

&
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Figure 13 : Cycle redox du glutathion (Salbitani et al., 2017).

5.2.4 Les groupements thiols

Les thiols sont des molécules proches des alcools, mais ou 1’atome d’oxygéne est
remplacé par un atome de soufre. Les groupements thiols (au sein des résidus cystéines des
protéines ou des petits peptides) dans leur forme réduite peuvent également piéger des

radicaux libres (Haleng et al., 2007).

5.2.5 Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus de
600 molécules, ils sont regroupés en deux familles: les carotenes et les xanthophylles.
L’activité antioxydante de ceux-ci est liée & leur longue chaine polyénique qui leur permet de
réagir avec les radicaux ROO’, HO", O,", R" par simple addition électrophile et transfert
d’¢électron. Ils permettent, en particulier, de neutraliser 1’oxygéne singulet (Valko et al.,

2006).

5.2.6 Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels tres
répandus dans le régne végétal (Ghedira, 2005). C’est un des métabolites secondaires les plus
réactifs dans les plantes, on le trouve généralement dans les feuilles, les parties florales et les
pollens.

Ils assurent plusieurs fonctions telles que la pigmentation des fleurs, des fruits et des
graines, protection contre les rayons UV, défense contre les phytopathogénes. Ils jouent

également un rdle dans la fertilité des plantes et la germination du pollen, et agissent comme

=
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des molécules de signal dans les interactions plantes-microbes (Olsen et al., 2010). Ils sont

décrits pour leur activité antioxydante et leur capacité a piéger les radicaux libres.

5.2.7 Proline

La proline est un acide aminé qui joue un role dans le métabolisme primaire en tant
que constituant des protéines, outre cela elle est 1’'une des molécules souvent accumulées en
réponse a des contraintes environnementales chez les plantes. Son accumulation résulte d’une
activation de sa biosynthese localisée a la fois dans le cytoplasme et dans le chloroplaste et de
la répression de son catabolisme dans la mitochondrie (Ben Rejeb et al., 2012).

La proline est considérée comme un antioxydant non enzymatique dont les plantes ont
besoin pour agir contre les ROS formées lors d’un stress. Elle joue plusieurs roles :
stabilisateur de protéines et de complexes macromoléculaires, piégeur de radicaux libres,

régulateur du potentiel redox cellulaire, et chélateur des métaux (Gill and Tuteja, 2010).

5.2.8 Polyphénols

Les polyphénols sont des antioxydants capables de piéger des radicaux libres,
d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (Delattre et al., 2005).

-
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1. Définition
La fertilisation est le processus consistant a fournir aux milieux de culture (tels que le
sol) les minéraux nécessaires a la croissance et au développement des plantes. Son but est de
répondre aux besoins des cultures a chaque stade de sa végétation.
La fertilisation doit tenir en compte :
» Le rythme d’absorption des éléments.
» La capacité d’échange du sol.

» Ladynamique des éléments nutritifs.
2. Nutrition des plantes

2.1 Les besoins d’une plante

Les plantes, comme chaque étre vivant, ont besoin de nourriture pour se développer et
se reproduire. L’homme et les animaux consomment de la nourriture sous forme organique,
c’est-a-dire dérivés de plantes ou d’animaux, néanmoins les plantes ont une particularité ¢’est
qu’elles peuvent constituer des tissus organiques directement a partir d’éléments minéraux.
Pour se développer, les plantes utilisent de 1’eau et des substances minérales puisées a partir
du sol, de la lumiére, du carbone et de I’oxygene (Gherairia and Zerdoudi, 2018). Ces

éléments se divisent en :

2.1.1 Les éléments majeurs

On trouve six minéraux essentiels pour le développement d’une plante qu’on appelle
des éléments majeurs, on distingue : 1’azote (N), le phosphore (P), le potassium (K), le soufre
(S), le calcium (Ca) et le magnésium (Mg). Parmi les six élements cités, les trois premiers, N,
P et K sont des éléments cruciaux dont la plante a besoin en plus grandes quantités. Ce sont

des ¢léments qu’on trouve dans la composition de la majorité des engrais chimiques.

2.1.2 Lesoligo-élements

Les oligo-éléments sont des micro-éléments dont la plante a besoin en petites
quantités, on y trouve : le fer (Fe), le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le bore (B), le manganese
(Mg), le sélénium (Se), le molybdene (Mo), le sodium (Na), le cobalt (Co) et le chlore (CI)
(Coic and Coppenet, 1989).

-
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3. Lesengrais

Les engrais étant des substances destinées a fournir a la plante les éléments nutritifs
dont elle a besoin, il va de soi que les engrais sont principalement composés des éléments
dont la plante a le plus besoin, ¢’est-a-dire 1’azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K).
Et donc, on y trouve des engrais azotés, des engrais phosphatés et des engrais potassiques. On
y trouve aussi des engrais soufrés, des fertilisants calciques et magnesiens et des engrais
destinés a combler les carences en oligo-éléments (FAO, 2005).

3.1 Les différents types d’engrais

3.1.1 Lesengrais simples

Ce sont des corps chimiques qui n‘apportent qu'un seul des trois principaux éléments :

» L’azote.
» Le phosphore.
> Le potassium.

3.1.2 Les engrais composés

Ils apportent simultanément deux ou trois des éléments principaux. Ils sont binaires
s'ils ne contiennent que deux composés comme le NK (13% N et 46% K,0), ternaires lorsqu'il
y en a trois comme le NPK.

4. Types de fertilisation

4.1 L’azote

4.1.1 La fertilisation azotée

L’azote est I’'un des principaux constituants des acides aminés, des protéines et des
acides nucléiques constituant les ADN et ARN. Une carence en azote peut avoir un impact sur
la synthése protéique et par conséquent la teneur en chlorophylle. Une application raisonnable
d'azote est nécessaire pour un meilleur rendement sur le plan économique et environnemental.
Les besoins de la plante dépendent de I'espéce, de la variété et de I'objectif de rendement. Le
principe du bilan est la base du raisonnement, pour équilibrer au mieux les besoins de la
plante cultivée et les différentes fournitures d'azote dont elle peut bénéficier. La quantité a
apporter est calculée par différence entre les besoins totaux de la plante cultivée et les

fournitures d'azote par le sol (Unifa, 2005).

e



Chapitre 11 La fertilisation

4.1.2 L’azote dans le systeme sol-plante

La principale source d’azote est 1’atmosphére ou on le rencontre sous sa forme
diatomique (N2) (Figure 14). La fixation biologique, symbiotique ou non, est a 1’origine de
I’enrichissement du sol en produits organiques azotés. La majorité de 1’azote du sol est formée
d’azote organique qui ne sera disponible pour les plantes que par minéralisation, processus lié
étroitement avec 1’activité des microorganismes. Seule une petite fraction se trouve sous des
formes inorganiques et est directement disponible pour les plantes. Ainsi, la matiére

organique constitue la principale réserve d’azote du sol (Henintsoa, 2013).

Azote atmosphérique N; ..

N organlque | Matires organiques lablles ) }

Activité :
biologique = organisation tv. minéralisation '.‘

w ) Uréique —Ammoniacal NH+
7

N minéral | § nitrification
=05 Sorties d'azote du sof L Nitrate NOs-
é Entrées d'azote dans le sof v —

)

..... » Transfert vers I'eau ou I'air lelvx-tlnn

NOy-
© UNIFA

Figure 14 : Cycle de l'azote en agriculture (Unifa, 2005).

4.1.3 Roles de ’azote

L'azote joue un role déterminant sur le rendement et la qualité de la production. Les
plantes s'alimentent dans le sol en azote minéral et le transforment en protéines, qui
constituent une partie importante de la vie humaine et animale (Unifa, 2005). L'azote rentre en
grande majorité dans la constitution des cellules et la photosynthése (chlorophylle). C'est le
principal facteur de croissance des plantes et un facteur de qualité qui influe sur le taux de
protéines des végétaux (Gherairia and Zardoudi, 2018).

4.1.4 Les formes d’azote absorbé par les plantes

Dans le sol, on trouve 1’azote sous forme organique et inorganique. L’azote organique

représente la majorité dans le sol (environ 85 a 95%), alors que I’azote inorganique est
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rarement présent, plus de 10% c'est sous la forme de nitrate (NO3") principalement absorbée
par les cultures car c’est la forme préférentielle.Il existe des exceptions dans certains cas ou la

culture est en condition d’anoxie (Henintsoa, 2013).

4.2 Lafertilisation phospho-potassique

4.2.1 Le phosphore

Le phosphore tient une place trés importante dans la croissance et la reproduction des
plantes, il est I’'un des 17 éléments essentiels. Le phosphore est prélevé en plus faible quantité
par rapport a 1’azote et le potassium, par contre il est d'une extréme importance pour la

nutrition des plantes et la production de biomasse (Unifa, 2005).

4.2.1.1 Lafertilisation phosphatée

La fertilisation phosphatée a pour but de satisfaire les besoins de la plante en
phosphore afin de réaliser les objectifs de rendement et de qualité, et donc de compléter I'offre
du sol en maintenant son potentiel de production. La stratégie actuelle se fonde en premier
lieu sur les besoins des plantes cultivées et ensuite sur la biodisponibilité en phosphore de la
parcelle. Les critéres principaux a prendre en compte sont : I'exigence en P,Os de la culture,

I'analyse de terre, le passé récent de fertilisation et les exportations de la culture (Unifa, 2005).

4.2.1.2 Roles du phosphore chez les plantes

Le phosphore joue un role primordial dans le bon fonctionnement biologique des
plantes, il participe a de nombreux processus physico-chimiques, biologiques et enzymatiques
(Sanchez et al., 2009). 1l joue un réle dans la multiplication cellulaire dans les méristemes. Il
est 'un des constituants des acides nucléiques, dans la respiration cellulaire et transfert
d’énergie et dans la photosynthése. Le phosphore active la croissance des bourgeons et des
racines (Figure 15) et joue aussi le role d’activateur dans la mise en réserve des glucides. Le

phosphore est mis en réserve dans les grains sous forme de phytate (Lerot, 2006).

e
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Figure 15 : Effet du phosphore sur deux plantations (Unifa, 2005).

4.2.1.3 Formes du phosphore dans le sol

Une fois les réserves de la graine épuisées en phosphore, la plante doit trouver cet
élément dans le sol a proximité de ses racines. Dans le sol, le phosphore se présente sous
diverses formes, ces formes sont en fonctions de la mobilité et de la dynamique de cet

élément. On y trouve :

» Le phosphore soluble : il est sous forme d’ions H,PO4 ou HPO4, il est dissous dans la
solution du sol. La concentration de ces deux anions dépend étroitement du pH. Ce
sont les seules formes de phosphore assimilables directement par les végétaux (White
and Hammond, 2008),

> Le phosphore insoluble : le phosphore est non-labile dans la phase solide du sol. Ce
phosphore ne fait pas partie des réserves assimilables de phosphore existant dans le sol
car il ne sera disponible pour les végétaux qu’apres plusieurs années (Sanchez et al.,
1997),

> Le phosphore facilement échangeable : le phosphore est labile dans la phase solide du
sol, il est susceptible de passer en solution et d’étre absorbé par les végétaux. Ce sont
les phosphates adsorbés sur la surface des argiles et des hydroxydes de Fe et d’Al ainsi
que sur les carbonates (Cheaib, 2006).
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4.2.2 Le potassium

Le potassium est trés important dans la vie d’une plante, il participe directement a la
formation et la croissance des cellules. On le trouve principalement sous forme du cation K* a
I’intérieur des cellules animales et végétales ou il participe au maintien de la pression

osmotique. Chez les plantes, il circule dans les séves brutes et élaborées.

4.2.2.1 Lafertilisation potassique

Le potassium est I’un des trois ¢léments qui entre dans la composition des engrais tel
que le NPK. Il est d’une importance cruciale, sa carence provogue une restriction et reduction
de la taille des feuilles (Nafiu et al., 2011).

4.2.2.2 Source de potassium

Dans le sol, les principales sources de potassium sont des minéraux tels que les
feldspaths (en particulier lI'orthoclase) et les micas, qui liberent cet élément au cours de leur
altération. Ce processus met le potassium a la disposition des plantes. Les produits de la mer
sont eux aussi riches en potassium (Hillel, 2008).

4.2.2.3 Formes du potassium dans le sol

Dans le sol, le potassium apparait sous trois formes :

> Le potassium des minéraux : intégré a la constitution des minéraux primaires des
roches meres comme les micas, les feldspaths et certaines argiles, disponible qu’apres

une activité biologique longue provocant 1’altération de ces derniers.

> Le potassium rétrogradé : dit quand les ions K" passent de la surface externe des

argiles pour s’insinuer a I’intérieur des feuillets d’argile.
> lon échangeable K™ adsorbé ou libéré des surfaces des particules d'argile.
» Dans la matiére organique.

4.2.2.4 Le potassium et la plante
Le potassium se trouve en grande quantité dans la matiere séche des végétaux. Il
circule en abondance dans la plante, et contribue dans de multiples réles (Unifa, 2005).
» Maintien de 1’équilibre acido-basique des cellules et la constitution de parois

cellulaires résistantes.

g
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» Agit sur la photosynthese et favorise la formation des glucides dans la feuille.
» Réduit la transpiration des plantes afin de résister a la sécheresse.
» Favorise la circulation de la seve.

5. La biofertilisation

L'insécurité alimentaire mondiale est un probléme chronique qui risque de s'aggraver
avec le changement climatique, la croissance démographique rapide et la rareté des terres
arables. Pour répondre a la demande alimentaire, il a fallu accroitre I'application déséquilibrée
de produits agrochimiques tels que les engrais et les pesticides pour la production agricole
(Godfray et al., 2010 ; Kumar et al., 2017). L'utilisation intensive de ces produits
agrochimiques a eu de graves conséquences, notamment la détérioration de la qualité des sols
et de I'environnement (Nath et al., 2016 ; Kumar et al., 2017). Beaucoup d’agriculteurs dans
le monde notamment ceux des pays développés se dirigent aujourd’hui vers 1’agriculture
biologique.

Les biofertilisants sont définis comme étant une substance contenant des
microorganismes vivants, qui colonise la rhizosphére ou l'intérieur de la plante et favorise la
croissance en augmentant l'apport ou la disponibilité des éléments nutritifs primaires a la
plante hote (Figure 16) lorsqu'elle est appliquée sur les semences, les surfaces de la plante ou
le sol (Vessey, 2003). En outre, les biofertilisants sont des composants essentiels de
I'agriculture biologique et jouent un rdle vital dans le maintien de la fertilité et de la durabilité
des sols a long terme. C’est une manicre de remplacer une partie des engrais chimiques,
réduire leur quantité et le colt tout en empéchant ainsi la pollution de I'environnement due a

leur application extensive, ce qui contribue a la durabilité des exploitations agricoles.

Par ailleurs, le biofertilisant devrait contenir des organismes vivants qui augmentent
lateneur en éléments nutritifs de la plante hote a travers leur existence permanente en
association avec la plante (Vessey, 2003). De plus, le terme biofertilisant ne doit pas étre
utilisé de maniére interchangeable avec les termes suivants : les engrais verts, fumier, cultures

intercalaires ou organiques complétées d'engrais chimiques (Vessey, 2003).

-
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Figure 16 : Mécanisme hypothétique de I'action des fertilisants au niveau des cellules

racinaires (Bhardwaj et al., 2014).

5.1 Quelques rhizobactéries utilisées comme biofertilisants

De nombreuses recherches et études sont liées a la gestion du systéeme sol-végétal et
micro-organismes, ont été développées dans le cadre de plusieurs projets internationaux.
Elles ont permis d'identifier et de sélectionner de différents genres de rhizobactéries, telles
que I'Azospirillum (Krieg and Doébereiner, 1984), Raoultella (Van Elsas et al., 2006) et
Bacillus (Siddiqui, 2006). L'objectif de ces recherches était de développer un engrais
biologique sous forme séche et d'obtenir la concentration bactérienne nécessaire pour

améliorer la croissance des plantes.

Le tableau 05 montre 1’effet de 1’utilisation des rhizobactéries sur I’augmentation de la

croissance et de la protection aux maladies chez les plantes.

&
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Tableau 05 : L'augmentation de la croissance des plantes et la protection aux maladies par les

rhizobactéries (Mauricio, 2010).

Pseudomonas Meilleure résistance aux Moenne-Loccoz et al.,
Betterave ladi
fluorescence maladies 1999

Meilleure résistance aux

Bacillus pumilus Tomate . Benhamou et al., 1998
maladies
. . . Promotion de la croissance des
Bacillus pumilus Riz Vasudevan et al., 2002
plantes
. . , Promotion de la croissance des .
Azospirillumbrasilense Ble Kim et al., 2005
plantes
Pseudomonas Bl Promotion de la croissance des De Freitas and Germida,
Fluorescence plantes 1992

5.2 L’activité microbiologique de la rhizosphére

La rhizosphere est une zone du sol située prés des racines, et se caractérise par une
activité microbiologique intense (Figure 17). Il s'agit d'un environnement écologique
dynamique ou les microbes et les plantes interagissent pour extraire des traces et de grandes
quantités de nutriments d'une quantité limitée de sol (Gholami et al., 2012). Il s'agit également
d'un environnement caractérisé par une grande quantité de matériel racinaire bénéfique pour
un grand nombre de populations microbiennes (Miransari, 2011). La population se trouve
naturellement dans les grains et le sol environnant (Marschner et al., 2001 ; Miethling et al.,
2000). La rhizosphere est divisée en trois parties principales en interaction : la rhizosphére
sol, la rhizoplane et les racines (Barea et al., 2005).

L'interaction bénéfique entre les plantes et les micro-organismes dans la rhizosphére
est déterminante pour la santé des plantes et la fertilité des sols (Gholami et al., 2009). Il est
reconnu que ces interactions dépendent non seulement des racines vivantes ou des matiéres
vegetales mortes disponibles, mais aussi de I'agronomie et de I'écologie (Barea et al. 2005).
Les micro-organismes du sol sont essentiels au cycle des nutriments et au maintien de la santé
et de la qualité du sol (Jeffries et al., 2003). lls participent a des activités de base qui assurent
la stabilité et la productivite des systémes agricoles et des écosystemes naturels (Barea et al.,
2005).
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Microbial interactions Functional Indicator
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Figure 17 : Les associations microbiennes avec les plantes, sols et leurs attributs fonctionnels
(Sahu et al., 2018)

Lorsque des micro-organismes de cette rhizosphére sont ajoutés aux graines, a la
surface des végétaux ou au sol, ils peuvent coloniser la plante et favoriser sa croissance en
augmentant la disponibilité des nutriments (Vessey, 2003). Par conséquent, ils agissent
comme fertilisants biologiques, appelés biofertilisants. Lorsqu'ils proviennent des bactéries et
ont un effet positif sur les plantes, elles peuvent aussi étre appelées « plant growth promoting
bacteria » (PGPB) (Bashan and Holguin, 1998).

5.3 LesPGPB

Ce sont des bactéries du sol, de la rhizospheére, de la rhizoplane, de la phyllosphere ou
endophytes qui sont bénéfiques pour les plantes dans certaines conditions (Bashan and de-
Bashan, 2005), et sont utilisées pour augmenter le rendement de diverses cultures (Bashan et
al. 2008).Les PGPB sont divisées en deux groupes qui peuvent stimuler directement et
indirectement la croissance des plantes. Le premier groupe affecte directement le métabolisme
des plantes en fournissant des substances qui sont généralement en quantités limitées dans le
sol. Le deuxiéme groupe est appelé biocontrdle-PGPB, qui ne stimule pas directement le

métabolisme des plantes. Cependant, il affecte de facon indirecte la croissance de celles-ci par

E
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la prévention des effets causes par des phytopathogenes tels que les bactéries, les
champignons, les nématodes et les virus (Bashan et al., 2008). Il existe un sous-groupe des
PGPB, appelé les PGPR (plant-growth-promoting-rhizobacteria) ou rhizobactéries, ce sont
des bactéries bénéfiques les plus utilisées dans la composition des biofertilisants (Zablotowicz
etal., 1991).

5.3.1 LesPGPR

Les PGPR ou « Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » des bactéries qui se
développent dans la rhizospheére, elles ont un effet positif sur les plantes, pour ces effets on les
considere comme rhizobactéries promotrices de la croissance végétale (Herman et al., 2008 ;
Minorsky, 2007). Ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la biofertilisation des sols, en
fixant lI'azote dans I'atmosphére, puis, ce dernier va étre utilisé par les plantes, améliorant leur
croissance lorsque 1’azote du sol est limitant.

La fixation biologique de I'azote, joue un rdle primordial dans le cycle de I'azote. Les
bactéries fixatrices d'azote ont un complexe enzymatique, appelé nitrogénase, qui peut réduire
I'azote moléculaire en ammoniaque. Ces bactéries présentent une grande diversité dans leur
mode de vie et leur intégration avec les plantes. Elles peuvent induire la croissance des

plantes par la promotion directe ou indirecte (Verma et al., 2010).

5.3.1.1 La promotion directe

Ce mécanisme comprend la stimulation bactérienne des phytohormones (auxine ou
cytokine). Cela permet aux plantes de développer un systéeme racinaire riche leur permettant

de s’installer sur une plus large gamme de sols, et d’améliorer 1'état nutritionnel des plantes

(Solano et al., 2009).

5.3.1.2 La promotion indirecte

Ce mecanisme est basé sur la capacité des PGPR a atténuer les effets nocifs sur la
plante : la dégradation des xénobiotiques dans les sols contaminés par la production des
métabolites toxiques aux pathogénes du sol et I'hydrolyse des molécules libérées par des
agents pathogénes tels que les Pseudomonas, qui ont la capacité de décomposer l'acide
fusarique (un composé qui provoque la pourriture des racines causée par les champignons)
(Solano et al., 2009).

L’effet phytobénéfique indirect des bactéries PGPR est produit par ’interaction entre
PGPR et des pathogenes et/ou parasites de la plante, et au cours de ce processus, les effets

-
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négatifs de ces derniers sont réduits (Rezzonico et al., 2007). Ces interactions correspondent

souvent & de la compétition ou de 1’antagonisme (Bally and Elmerich, 2007).

5.3.2 Les roles des PGPR

Certaines souches de PGPR du genre Pseudomonas, Bacillus, Azospira et Rhizobia ont
montré un effet positif direct sur la croissance des plantes et I'augmentation du rendement des
cultures (Vessey, 2003). Les PGPR peuvent favoriser la croissance des plantes hotes par le
biais de divers mécanismes (Figure 18).

A. La fixation d’azote (N>)

Le sol contient de nombreuses espeéces de bactéries qui peuvent convertir 1’azote
atmosphérique en ammoniac. Beaucoup de ces micro-organismes vivent a la surface des
racines des plantes et méme dans les tissus de certains végétaux. L’ammoniac est rapidement

converti en nitrates par les bactéries du sol.

B. La résistance aux pathogénes du sol

Certaines souches de PGPR sont capables d'excréter des métabolites actifs contre
différentes bactéries et champignons. Certaines de ces molécules sont des véritables
antibiotiques, et jouent un role important en inactivant les facteurs de germination des

pathogénes ou en dégradant leurs facteurs pathogenes (comme les toxines).

C. La croissance racinaire

Certaines bactéries ont la capacité de produire des substances régulatrices de la
croissance des plantes, telles que 1I’AlA (acide indole 3-acétique), les cytokinines et d’autres.
Ces substances peuvent inciter les plantes a développer des systemes racinaires (augmentant

le diamétre et la longueur des racines).

D. L’amélioration de la gqualité du sol

Les micro-organismes du sol degradent les matiéres organiques solubles et insolubles,

puis libérent les minéraux disponibles pour les plantes.

E. Induction de I’immunité

Certaines PGPR peuvent stimuler le systeme immunitaire de la plante et la rendre
résistante a certains virus, champignons et méme bactéries pathogénes. Le phénomeéne est

désigné ISR (Induced Systemic Resistance) ou résistance systémique induite.

-
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F. Augmentation de la biodisponibilité de certains éléments essentiels :

Certaines PGPR produisent des sidérophores permettant la chélation du fer, de sorte
que ce dernier sera ensuite absorber par les plantes ou par des enzymes de type phytase

permettant la solubilisation des phosphates.

G. Tolérance au stress

Certaines PGPR produisent de 1’ACC désaminase (l-aminocylopropane-
lcarboxylate), qui favorise le développement des plantes en réduisant leur production
d’éthyléne (hydrocarbure gazeux incolore). Les PGPR produisant cette enzyme peuvent
atténuer de nombreux stress causés par 1’infection, 1’absorption de métaux lourds, une salinité

élevée et méme la sécheresse des plantes (Benmati, 2014).

Toutes ces activités font des PGPR une alternative biologique et écologique intéressante a

considérer par rapport aux différents produits chimiques synthétiques existants.

Enhance
Phytoremediation
efficiency

N
\ y-4 Plant growth promoting
=

N, fixation >y

/elouw; e
Available N 7‘2’ *
oluble
Ethylene inerals
/ Phytochormones r‘\

Plant growth — promoting rhizobacteria

Bb‘“‘ﬂ% /Acc deaminase
ACC nsoluble
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Stressed environment (heavy metal- contaminated soil)

Siderophores

23N
Fe Fe

Figure 18 : Les différents réles de PGPR (Benmati, 2014).

5.3.3 Quelques bactéries PGPR

5.3.3.1 Les bactéries du genre Pseudomonas

Les Pseudomonas appartiennent au phylum des Proteobacteria, classe des Gamma
proteobacteria, ordre des Pseudomonales. Ce sont des bacilles droits et fins, a gram négatif,
avec extrémités arrondies et une taille moyenne de 2 sur 0,5 um (Palleroni, 2015). Ces
bactéries sont mobiles gréce a une ciliature polaire monotriche, lophotriche ou multitriche,
elles utilisent de nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de carbone et d’énergie.

Les Pseudomonas se caractérisent par une grande capacité a coloniser la rhizosphere,

et les racines des plantes, elles sont capables de former des associations étroites avec leurs
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hotes (Hofteand de Vos, 2006), réduisant ainsi le nombre de sites habitables pour les micro-

organismes pathogenes et par consequent, leur croissance (Reyes et al., 2004).

5.3.3.2 Les bactéries du genre Bacillus

Les Bacillus sont un genre de bactéries a gram positif, et appartient a la famille des
bacillacées (Bacillaceae), I’ordre des bacillales (Bacillales), la classe des bacilles (Bacilli).
Ces bactéries peuvent produire des endospores leur permettant de résister a des conditions
environnementales défavorables. Ces bactéries sont les plus abondantes dans la rhizospheére,
et l'activité PGPR de certaines de ces souches a été connue depuis longtemps (Probanza et al.,
2002). Elles sont utiles comme agents de lutte biologique (Nagorska et al., 2007) et peuvent
dissoudre les phosphates pour produire de I'AlA, du sévoflurane et des agents antifongiques
(Charest et al., 2005). Ces bactéries se trouvent souvent prés des racines des plantes, ou

certaines espéeces jouent un réle dans la fixation de I'azote.

5.3.3.3 Les bactéries du genre Azospirillum

Azospirillum est une bactérie mobile, a Gram négatif, elle appartient a I’ordre des
Rhodospirillales, liée avec les racines des monocotylédones, en particulier les cultures
importantes telles que le blé, le mais et le riz. Plusieurs souches d’Azospirillum ont montré des
effets bénéfiques sur la croissance des plantes et sur le rendement des cultures, en serre ou
dans des essais au champ, sous divers sols et diverses conditions climatiques, et sont donc
qualifié¢es de PGPR. L’association entre Azospirillum et la plante produit des changements
morphologiques et physiologiques dans les racines. Les bactéries produisent de I'hormone de
croissance, I’AIA, qui favorise une augmentation de la surface du systéme racinaire,
augmentant ainsi I'absorption de I'eau et des minéraux. De plus cette association peut fixer de
manicre symbiotique ’azote atmosphérique (jusqu’a 50 kg de N/ha/an) favorisant ainsi la

croissance et le rendement des cultures (Bashan et al., 2004).

5.3.4 Mode d’action des PGPR

Plusieurs souches de PGPR ont été utilisées avec succes pour inoculer des cultures, y
compris des membres du genre Azospirillum (Cassan et al., 2008), Bacillus (Jacobsen et al.,
2004), Pseudomonas (Loper et al., 2007), et Rhizobium (Long, 2001).

Les bactéries d'Azospirillum ont été identifiées comme des bactéries de la rhizosphere,
et leur mécanisme de coloniser la rhizosphére a été étudié par divers chercheurs (Steenhoudt
and Vanderleyden, 2000).

-
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Le lien entre les plantes et les bactéries bénéfiques montre une réponse protectrice
dans des conditions environnementales restrictives. L'inoculation peut favoriser I’allongement
des racines, le développement des racines latérales et adventives, les poils absorbants et la

ramification des poils racinaires (Molina-Favero et al, 2008).

Le développement morphologique de ces racines est déclenché par des phytohormones
synthétisées par les bactéries de la rhizosphere. Un nombre croissant de recherches et d'études
porte sur la gestion du systeme sol-végétal et micro-organismes. lls ont permis notamment
I’identification et la sélection de différents genres de rhizobactéries, telles que 1’Azospirillum

(Krieg and Dobereiner, 1984), Raoultella (Van Elsas et al., 2007) et Bacillus (Siddiqui, 2006).

5.4 L’importance des PGPR dans I’acquisition des plantes d’une tolérance aux stress

biotique et abiotique

Les plantes sont touchées de la méme maniere par le stress abiotique et biotique, qui
peut étre unique, multiple et/ou combiné (Pandey et al., 2017). Le stress combiné fait
référence a un certain degré a un chevauchement complet entre différents stress. La
cooccurrence de la sécheresse et du stress thermique pendant I'été est un exemple de stress
combiné. D'autres exemples de stress combinés pourraient étre le stress de salinité et de
chaleur (chez les plantes qui poussent dans des conditions arides et semi-arides), et le stress
de froid et de lumiére intense (chez les plantes qui poussent en Méditerranée).

Les souches de P. aeruginosa, seules ou en combinaison avec Trichoderma viride ont
fait preuve d'un biocontréle significatif contre les nématodes infectant les racines de gombo
(nceuds racinaires) et contre Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani et Meloidogyne javanica, ce qui a eu un impact positif sur la
croissance de la plante en améliorant sa hauteur, le poids des pousses fraiches et la longueur
des racines (Afzal et al., 2013).

-
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1. Lebutde I’étude

Notre travail a été réalis¢ au sein de I’Université de Mostaganem. L’objectif de cette
recherche est de déterminer 1’effet des différentes doses agricoles de I’engrais chimique NPK
sur la culture de tomate, sur les composés phénoliques ainsi que le métabolisme oxydatif de la
plante comme biomarqueurs de 1’état de santé de la culture.

Pour cela, notre étude est réalisée comme suite :
> Préparation des extraits a partir de matériel vegétal utilisé.

Dosages des polyphénols totaux et flavonoides.
Estimation des pigments chlorophylliens et caroténoides.
Détermination des marqueurs du stress oxydatif.

Mesure de I’activité antioxydante.

YV V. V V V

Détermination de I’activité antioxydante non enzymatique.
2. Matériel végétal

2.1 Description botanique de ’espéce

La tomate (Solanum lycopersicum L.) est une plante climactérique, diploide (Judd et
al., 2002), qui appartient a l'ordre des solanales et a la famille des Solanaceae et genre
Lycopersicon (Atherton and Rudich, 1986). Ses feuilles sont alternées, simples, et sans
stipules. Les fleurs sont actinomorphes, autogames, de couleur jaune et réunie en
inflorescences pentameres. L'ovaire supere est formé d'au moins deux carpelles soudés, et
comprend de trés nombreux ovules en placentation axile (Judd et al., 2002). Le fruit est une
baie plus ou moins grosse, de forme variable (sphérique, oblongue, allongée), et de couleurs
variées (blanche, rose, rouge, jaune, orange, verte, noire) selon les variétés (Renaud, 2003).
Les graines sont reparties dans des loges remplies de gel. La paroi de l'ovaire évolue en

péricarpe charnu et délimite des loges.

2.2 Laclassification

e Reégne : Plantae

e Sous-regne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta
e Classe : Magnoliopsida

e Sous-classe : Asteridae

-
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e Ordre : Solanales
e Famille : Solanaceae

e Genre : Solanum

2.3 Conditions de culture optimales

2.3.1 Leclimatetle sol

2.3.1.1 Latempérature et la lumiére

La tomate demande un climat relativement frais et sec pour fournir une récolte

abondante et de qualité. Cependant, la plante s’est adaptée a une grande diversité de
conditions climatiques, allant du climat tempéré vers le climat tropical chaud et humide.
La température optimale pour la plupart des variétés se situe entre 21 et 24°C. Les plantes
peuvent surmonter un certain intervalle de températures, mais en dessous de 10°C et au-
dessus de 38°C les tissus des plantes seront endommagés. La tomate réagit aux variations de
température qui ont lieu pendant le cycle de croissance (Tableau 6). Si les péeriodes de froid ou
de chaleur continuent pendant la floraison, la production de pollen diminuera. Cela affectera
la formation des fruits. Le gel tue la tige de tomate. Pour éviter les dommages dus au gel, il
est recommandé d'attendre la fin de I'hiver avant de planter. Si vous plantez des graines a
I'intérieur, cela peut étre fait plus tdt (dans des pots de fleurs ou des caissettes). L'intensité
lumineuse affecte la couleur des feuilles, la mise a fruits et la couleur des fruits (Shankara et
al.,2005).

Tableau 06 : Températures requises pour les différentes phases de développement d'un pied
de tomate (Shankara et al., 2005).

Phases Température (° C)

Min Intervalle optimale ~ Max
Germination des graines 11 16-29 34
Croissance des semis 18 21-24 S
Mise a fruits 18 20-24 30
Développement de la couleur rouge 10 20-24 30
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2.3.1.2 L’eau et humidité

Le stress causé par le manque d'eau et la sécheresse prolongéee provoque la chute des
bourgeons et des fleurs. En revanche, lorsque 1’averse est tres intense et que I'numidité est
élevée, la croissance de moisissure et de pourriture des fruits deviendra plus importante
(Shankara et al., 2005).

2.3.1.3 Lesol

Les tomates poussent bien sur la plupart des sols minéraux avec une bonne rétention
d'eau, une bonne aération et en absence du sel. Elles préferent les terres limoneuses profondes
et bien drainées. La couche superficielle du terrain doit étre perméable. La profondeur du sol
de 15 a 20 cm est bonne pour la croissance saine de cultures saines. Dans un sol argileux
épais, un labourage profond permettra aux racines de mieux pénétrer. Les tomates ont une
tolérance au pH modérée, mais poussent mieux dans des sols avec un pH entre 5,5 et 6,8 et ou
I’approvisionnement en éléments nutritifs est suffisant. Généralement, l'ajout de substances
organiques favorise une bonne croissance. Les sols contenant de grandes quantités de matiere
organique, tels que les sols tourbeux, sont moins appropriés en raison de leur grande capacité
de rétention d'eau et de leur nutrition insuffisante (Shankara et al., 2005).

2.4 Les maladies de la tomate

Les tomates sont sensibles aux bactéries, aux virus et aux moisissures qui peuvent
inévitablement causer des maladies dans les feuilles, les fruits et les racines. Les infections
virales provoquent souvent des retards de croissance et une diminution de la production. Les
dommages causés par les maladies peuvent entrainer une réduction significative de la récolte.
Les principales maladies sont :

> Le flétrissement bactérien (Ralstonia solanacearum) :

Les bactéries qui causent cette maladie se trouvent le plus souvent dans les basses-terres

des pays tropicaux relativement chauds. C'est une maladie transmise par le biais du sol.

Les symptbmes initiaux des plantes infectées sontun flétrissement des feuilles

terminales, suivi aprés 2 a 3 jours d’un flétrissement soudain et permanent sans

jaunissement.
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» Le mildiou (Phytophtora infestans) :
Cette moisissure peut étre trouvee dans toutes les régions du monde, mais elle se trouve
le plus souvent dans les régions montagneuses ou les basses terres dont les conditions

climatiques sont fraiches et humides.

» L’alternariose (Alternaria solani) :
On trouve cette moisissure partout, et en particulier au cours des périodes humides et les
climats chauds. Elle se propage par le biais des graines, du vent, de la pluie et des restes

de culture infectés.

» Le virus de la mosaique du concombre « Cucumber mosaicvirus » ou CMV :
Le CMV entraine le rabougrissement des pieds de tomates. Les feuilles peuvent montrer
de légeres marbrures vertes ou des symptdmes de filiformisme plus poussé ou les limbes

sont considérablement réduits. Les fruits sont de taille réduite (Shankara et al., 2005).

3. Extraction et dosage des polyphénols

3.1 Extraction

Une quantité de 400 mg du matériel végétal (feuilles) est broyée dans 10 ml d’éthanol
a 80 %, et chauffée pendant 10 minutes & 60°C. Les solutions sont centrifugées a 6000 tr/min

pendant 10 minutes, en utilisant une centrifugeuse Hettich — Rotofix 32A.

3.2 Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux contenue dans les extraits (feuilles) est
réalisée par dosage au spectrophotometre, selon la méthode d’Ouerghemmi et al (2017). Cette

méthode repose sur I’utilisation du réactif de Folin-ciocalteu.

» Principe
Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction, le réactif de Folin-
Ciocalteu, acide de couleur jaune, est utilise comme oxydant, il est constitué par un melange
d’acide phosphotungstique (H3PW12,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040).
Lors de I’oxydation des polyphénols, le folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde de

tungsténe (Wsg0O,3) et de molybdéne (MogO,3) en présence de carbonate de sodium. L’intensité

.
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de la coloration est proportionnelle aux taux des polyphénols présents dans les extraits
(Ribéreau-Gayon, 1968).
» Mode opératoire

Un volume de 125 pL pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essai, le
mélange (500 pL de H,O et 125 pL de réactif de Folin-Ciocalteu) est additionné. Les tubes
sont agités et incubés a la température ambiante pendant 4 minutes. Apres 1’addition de 1250
uL de bicarbonate de sodium Na,CO3 (7%) au mélange, le volume total est complété a 3ml
par ’eau distillée, et les polyphénols totaux sont déterminés apres 1 heure et 30 minutes
d’incubation a la température ambiante. L’absorbance de la couleur bleue a ét¢ mesurée au
Amax = 760 nm avec un spectrophotometre Rayleigh VIS -7220G UV/VIS. La courbe standard
est réalisée par 1’acide gallique. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents

d’acide gallique (EAG) par gramme de matiére fraiche.

3.3 Dosage des flavonoides

» Principe
Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des metaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribereau

and Gayon, 1968).

» Mode opératoire

Le contenu flavonoique a été déterminé selon la méthode décrite par Zhishen et al.
(1999). Un mélange réactionnel composé de 250 pL de surnageant et 75 pL de nitrate de
sodium NaNO; a 5 % est incubé pendant 5 minutes, puis, on ajoute au mélange 150 pL de
trichlorure d’aluminium AICl; & 10 % (m/v), suivie par une 2°™ incubation de 6 min &
température ambiante. Par la suite 500 uL. d'hydroxyde de sodium NaOH (1M) est ajouté, le
volume total est complété a 1525 pL d'eau distillée. Apres agitation, la lecture se fait a 510
nm contre le tube blanc en utilisant un spectrophotomeétre Rayleigh VIS -7220G UV/VIS.

Une gamme étalon est réalisée par la quercétine dans les mémes conditions opératoires.

.
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4. Quantification des pigments chlorophylliens et caroténoides

La chlorophylle est le principal pigment assimilateur des végétaux photosynthétiques,
elle est située dans les chloroplastes des cellules végétales, intervient dans la photosyntheése,
processus de conversion de I’énergie solaire en énergie chimique.
Il existe 2 principales structures chimiques de la chlorophylle : chlorophylle a et b, et 3 autres

formes sont moins communes : la chlorophylle c, d, et f.

» Mode opératoire
Les chlorophylles et les caroténoides ont été déterminés suivant la méthode décrite par
Lichtenthaler (2001). 100g de feuilles sont placées dans un mortier, broyé avec 4 ml d’éthanol
a 95 %. L’extraction se fait dans 1’obscurité pour éviter toute sorte d’oxydation de la
chlorophylle. Aprés 24h, les teneurs en caroténoides et en chlorophylles (a et b) sont
déterminées respectivement par la mesure de 1’absorbance a 470 nm, 670 nm, et 645 nm a
I’aide d’un spectrophotométre JENWAY 6715 UV/VIS.

Les teneurs en pigments ont été calculées comme suit :

Chlorophylle a: Ca (ng/ml) = 12.25 Agez.2 — 2.79 Asss s
Chlorophylle b:Cb (ug/ml) =12.25 Agasg— 2.79 Agea2

Caroténoides : C (x+¢) (ug/ml) = (1000 A470 — 1.82 Ca - 85.02 Cb)/198

5. Les marqgueurs du stress oxydatif
5.1 Dosage de malondialdehyde

» Principe
Les composés carbonylés a I’instar du malondialdéhyde réagissent avec I’acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(Yagi, 1976).
» Mode opératoire
La peroxydation des lipides est estimée par [’évolution de la teneur en
malondialdehyde (MDA) déterminée selon la méthode décrite par Heath and Packer (1968).
Elle consiste en une homogénéisation du tissu végétal (100 mg) dans 5 ml d’acide

trichloracétique (TCA) a 0,1 %, suivie d’une centrifugation a 12000xg pendant 10 min.
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Ensuite, 4 ml de TCA a 20% contenant 0,5% (p / v) du TBA est ajouté a 1 ml de
surnageant, Le mélange est chauffé dans un bain-marie a 95°C pendant 30 min, puis refroidi
dans un bain de glace afin d’arréter la réaction. Aprés une centrifugation a 10 000xg pendant
15 min, le surnageant est récupéré, et 1’absorbance se fait a deux longueurs d’ondes : 532 nm
et 600 nm a 1’aide d’un spectrophotométre JENWAY 6715 UV/Vis. La concentration de
MDA est calculée en utilisant son coefficient d’extinction molaire € =155 mM™.cm™et suivant
cette formule :

C (nmol MDA/ g MF) = [(Ass2-Aso0) *V)/155] *1000

5.2 Dosage du peroxyde d’hydrogéne

» Mode opératoire

La teneur en H,O, a été déterminée par spectrophotométrie d'aprés la méthode de
Velikova et al. (2000). Des feuilles fraiches (100 mg) sont homogénéisées dans 5 ml d'acide
trichloracétique (TCA) a 0,1%, I’extrait est ensuite centrifugé a 12000xg pendant 15 minutes.
Un volume de 0,5 ml de surnageant est ajouté a un mélange réactionnel contenant 0,5 ml de
tampon phosphate de potassium 10 mM (pH 7) et 1 ml de KI (1M). L’absorption est lue a 390
nm en utilisant un spectrophotometre JENWAY 6715 UV/Vis.

La concentration de H,Osest calculée en utilisant son coefficient d’extinction molaire

£=0,28 pM™.cm™, et les valeurs sont exprimées en nanomoles par gramme de matiére fraiche.
6. Mesure de I’activité antioxydante

6.1 Evaluation de D’activité anti radicalaire DPPH

» Principe

La molécule de DPPH (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme un radical
libre stable qui réagit avec des groupements amine, les phénols et les acides. Quand la
solution de DPPH est mélangée a celle d’une substance qui peut donner un atome
d’hydrogéne ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite (DPPH,) avec la perte de la
couleur violette et ’apparition d’une couleur jaune pale due a la présence de groupement
picryl et ’absorbance est lue a 517 nm.

» Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la méthode décrite par
Tadolini et al. (2000).

.
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L’extrait est mélangé avec une solution de DPPH (20 mg/l dans le méthanol) suivi
d’une homogénéisation. Aprés 5 min d’incubation a 1’obscurité, et a la température ambiante,
I’absorbance est lue a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre Rayleigh VIS -7220G UV/VIS.

Le pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule suivante :

Activité scavenger du DPPH (%)= (1 - (Aechantition — Ablanc)) X 100

6.2 Réduction du fer par la méthode FRAP

» Principe
Cette méthode est utilisée pour évaluer la puissance réductrice des antioxydants des
extraits via la réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?). Le test FRAP (Ferric
Reducing Antioxydant Power) est basé¢ sur la réduction d’un complexe ferrique tri-pyridyl-
triazine ferrique (TPTZ-Fe®") en sa forme ferreux (TPTZ-Fe®") par un antioxydant & faible
pH. La solution de TPTZ a une couleur bleue intense dont le maximum d’absorbance est de
593 nm.
» Mode opératoire
Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par Benzie et al. (1996). 100 uL de surnageant sont ajoutés a 3ml de réactif de FRAP
(75 ml tampon acétate de sodium 300 mM et 7,5 ml de TPTZ 10mM, 10 ml de FeCl3.6H,0
20mM), L’absorbance est lue a 593 nm contre le blanc (éthanol) en utilisant un

spectrophotometre Rayleigh VIS -7220G UV/VIS.

7. Détermination de I’activité antioxydante non enzymatique

7.1 Dosage de la proline

» Principe
La ninhydrine ou hydrate de tricéto-hydrindéne réagit avec les acides amines en
donnant un chromophore acides aminés-ninhydrine. Cependant pour la proline la fonction
imine fournit une teinte rouge rosé qui présente un maximum d’absorption a 520 nm.
Le chromophore proline-ninhydrine est préalablement extrait par du toluéne. La
quantité de proline présente est conforme a la loi de Beer-Lambert.

.
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» Mode opératoire

La méthode utilisée est celle de Bates et al. (1973). Environ 0,5 g de feuilles a été
homogéneéisé dans 10 ml d'acide sulfosalicylique aqueux a 3 %, I’ensemble est centrifugé a
9000xg pendant 15 min et a température ambiante. Apres filtration, 1 ml d’acide acétique
glacial et 1 ml de réactif & la ninhydrine (1,25g de ninhydrine + 30ml acide acétique glacial +
20ml H3PO,4 (6M)), sont ajoutés a 1 ml du surnageant. Apres agitation du mélange au vortex,
I’échantillon est incubé a 100°C. Apres refroidissement des tubes, 2 ml de toluéne sont
ajoutés. Le mélange est agité au vortex pendant 15 a 20 secs. Deux phases apparaissent ; la
phase organique supérieure (toluene) renferme la proline.

La teneur en proline est déterminée par spectrophotométrie. La densité optique est
mesurée a A= 515 nm. La concentration de proline a été déterminée a partir d'une courbe

standard et calculée sur la base du poids frais comme suit :

(ug proline/ml x ml de toluéne) / 115,5 pg/umole]/ [(échantillon g) /5] = moles proline/g de

produit frais.

7.2 Dosage de la vitamine C (acide ascorbique)

» Principe
Dans les feuilles, l'ascorbate a été mesuré a une concentration plus élevée que la
chlorophylle. Au pH physiologique, I'anion ascorbate (AA) est la forme prédominante.
L'anion perd un électron de son groupe éne-diol pour former le radical mono-déshydro-
ascorbate (MDHA\). La poursuite de l'oxydation du MDHA forme le déshydro-ascorbate a
molécule non chargée (DHA). Cette réaction d'oxydation de base explique le réle biologique

important de I'ascorbate en tant que metabolite antioxydant.

» Mode opératoire
Le protocole d’extraction a été réalisé selon la méthode de Gillespie et al. (2007), par
broyage de 40 mg de feuilles dans 2 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 5 %, puis
centrifugation a 12 000xg pendant 15 min a 4 °C.
L’ascorbate a été déterminé dans un mélange réactionnel de 2ml contenant : 400ul de
tampon phosphate de potassium 0,2 M (pH 7,4), 500 pL d'acide trichloracétique (TCA) a 10
%, 400 pL d’acide phosphorique H3PO4 a 42 %, 400 pl 2,2-dipyridyl a 4 %, et 200 ul de
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chlorure de fer (I11) FeCls. Aprés agitation et incubation pendant 20 min a 42°C, I’absorbance

a été mesurée a 525 nm.

8. Etude statistique

Les données obtenues ont été analysées statistiquement par le logiciel SPSS (version
24.0). Elle comprend une analyse de variance ANOVA et test Tukey. Une différence
significative est jugé a p<0.05. Les données ont été représentées sous forme de moyenne *

écart-type.
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Résultats et discussion

1. Dosage des composes phénoliques

Les composés phénoliques sont d'importants constituants végétaux dotés de propriétés
redox responsables de l'activité antioxydante. Les groupes hydroxyles des extraits de plantes
facilitent le piégeage des radicaux libres. Ces extraits préparés ont été analysés
quantitativement par la spectrophotométrie UV-visible, pour leurs contenus en polyphénols

totaux et en flavonoides.

1.1 Polyphénols totaux

L’estimation des teneurs en polyphénols totaux a été effectuée en utilisant la méthode
de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus ont été déterminés en utilisant 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y = 0.0014x-0.0332, R? =
0,9889) et exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere fraiche (mg
EAG/g MF).

Les résultats des taux de polyphénols (Figure 19) montrent un effet non significatif
(P=0,164) des différentes doses de NPK. On distingue une augmentation de la teneur en
polyphénols totaux pour le traitement T1 (5.85+2.13mg EAG/g MF) suivi par le traitement TO
(4.33£0.72mg EAG/g MF) et T2 (4.23+£0.90mg EAG/g MF).
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Teneurs des polyphenols totaux
(mg EAG/g MF)

TO T1 T2
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Figure 19 : Effet des differentes doses du NPK sur la teneur des polyphénols totaux.
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1.2 Flavonoides

L’estimation des teneurs en flavonoides a été effectuée en utilisant la méthode de
trichlorure d'aluminium (AICI3). Les résultats obtenus ont été determinés par 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine (y = 0,034 x + 0,002) et
exprimés en pg équivalent quercétine par gramme de matiére fraiche (ug EQ/g MF).

Les résultats obtenus des flavonoides (Figure 20) montrent un effet non significatif
(P=0.205) entre les différents traitements NPK. Néanmoins, on remarque une augmentation
de la teneur en flavonoides pour le traitement T1 (91.91+15.63 pug EQ/g MF) suivi par le
traitement TO (69.11+11.39 pug EQ/g MF) et T2 (64.70+£31.21 ug EQ/g MF).
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Figure 20 : Effets des différentes doses du NPK sur la teneur des flavonoides.

2. Les marqueurs de stress oxydatif

2.1 Effet du NPK sur le niveau du peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 21. Une accumulation
significative du peroxyde d’hydrogeéne a été observée entre les traitements T1/T2 (P<0.05) et
TO/T2 (P<0.017).Le traitement T2 a donné la valeur la plus élevée (1.721+£0.302 pM H,0,
/gMF) suivie par T1 (1.303+0.337 uM H,0, /g MF) et TO (1.166+0.207 uM H,0, /gMF). Ces
taux augmentent d’une maniére dose-dépendante. Une accumulation du H,Opeut étre
responsable du stress oxydatif. Ceci est d0 a la décomposition rapide de H,0, et la génération
subséquente du radical hydroxyle (HO") qui initie la peroxydation des lipides et la

détérioration des composants cellulaires.
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Figure 21 : L'effet du NPK sur I'accumulation du peroxyde d'hydrogéne dans les feuilles de la

tomate.

2.2 Effet du NPK sur la teneur du malondialdehyde (MDA)

La mesure de la teneur en MDA en tant que paramétre du stress oxydatif a montré que
les différentes doses du NPK ont induit un effet non significatif (P=0.257) sur la teneur en
MDA chez la tomate (Figure22). La teneur la plus élevée a été obtenue en T2 ensuite T1 et
finalement TO (0.112+0.027uM/g MF, 0.110+0.0116 uM/g MF et 0.098+0.011 uM/g MF,

respectivement).
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Figure 22 : Effet du NPK sur la teneur en malondialdéhyde (MDA).
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3. Estimation des pigments

3.1 Quantification de la teneur en chlorophylles et caroténoides

La teneur en chlorophylles est souvent utilisée pour €valuer I’impact de nombreux
stress environnemental. L’application de I’engrais chimique NPK entraine un effet non
significatif sur les teneurs des pigments photosynthétiques « la chlorophylle a, b, totale et
caroténoides ». Cet effet analysé au niveau des feuilles est représenté dans la figure 23.

Nos analyses comparatives ont montré qu’il n’existe pas de différence significative au
niveau de la chlorophylle a (P=0.109), néanmoins nous constatons qu’un taux plus élevé a été
enregistre pour le traitement TO (171.5 + 31.4 pug/g MF) suivie par T1 (159.1 £ 31.2 pg/g MF)
et en tout dernier T2 (137.1 + 17.1 pg/g MF).

Au niveau de la chlorophylle b, nous avons enregistré une différence significative
observée entre les doses T1/T2 (P<0.007). Le traitement T1 a donné la valeur la plus élevee
(142.9 +£40.2ug/g MF) suivie par TO (111.3 £25.1ug/g MF) et T2 (88.5+9.55ug/g MF).

Concernant les teneurs moyennes en chlorophylle totale, nous avons enregistré une
différence significative entre les doses T1/T2 (P<0,025). La valeur la plus élevée a été
apercue lors de 1’application du traitement T1 (309.7 + 69.3 pug/g MF) puis TO (282.3 £+ 53.
pg/g MF) et finalement T2 (225.2 + 24.9 pg/g MF).

Dans le cas des caroténoides, aucune différence significative n’a €té enregistrée. Le

traitement TO détient la teneur en caroténoide la plus élevée suivie par T2 et T1.
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Figure 23 : Variations des teneurs en chlorophylles (a, b et totale) et caroténoides dans les
feuilles sous I'effet de différents apports de NPK.
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4. Effet du NPK sur ’activité anti radicalaire DPPH

Le radical DPPHe est généralement 1’un des composés les plus utilisés pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale et la simplicité de I’analyse. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage
d’effet scavenger du radical DDPH en fonction des différentes doses de I’engrais NPK ajouté.

Les variations du pourcentage de 1’effet scavenger du radical DPPH en présence des
differents traitements NPK sur la tomate montrent un effet non significatif (P=0,099) (Figure
24). L'analyse des résultats obtenus, nous permet de constater que la différence de 1’effet
scavenger du radical DPPH en pourcentage dépend de la dose du traitement appliqué. En
effet, nous notons une augmentation de 6,4% de D’effet scavenger pour le traitement
T1(18,68+4,53%)par rapport au traitement TO (12,28+5,69%).Alors qu’une baisse est
observée a partir du traitement T2 (12,50+7,20%), néanmoins elle reste légerement supérieure

a celle observée chez les feuilles soumises au traitement TO.
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Figure 24 : Evaluation de I'effet scavenger du radical DPPH en fonction des différentes doses
de I'engrais NPK.

5. Effet du NPK sur Pactivité FRAP

C’est une méthode de mesure de la puissance antioxydante de nos extraits a réduire le
fer ferrique (Fe®*) en fer ferreux (Fe*). C’est une technique rapide, facile et reproductible. Le
pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir anti-radicalaire.

Les résultats obtenus ont été déterminés en utilisant 1’équation de la régression linéaire

de la courbe d’étalonnage tracée par sulfate de fer(ll) (Y=0,0006X+0,0231), et l'activité
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FRAP a été calculée en uM equivalent Fe(ll). L’effet des différents traitements NPK sur
I’activit¢ FRAP montre un effet non significatif (p=0,838) (Figure 25). Les résultats de
I’évaluation de la capacité de réduction ferriqgue montre que les extraits indiquent des valeurs
proches et ceci pour les trois traitements appliqués : TO (41,71£20,27uM d’équivalent Fe
(1), T1 (46,87+12,56 uM équivalent F (1)), T2 (45,25+17,64 uM équivalent Fe (1)), mais la

valeur FRAP la plus élevé a été obtenue en T1.
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Figure 25 : L'effet des différentes doses de NPK sur l'activité FRAP.

6. Impact de ’engrais NPK sur la teneur en proline

La proline a un réle dans le renforcement du systéme antioxydant et de lutte contre les
dommages du stress. Elle peut avoir aussi un réle dans la détoxification des ROS.
L’accumulation de la proline constitue aussi un véritable mécanisme de tolérance au stress.
La figure 26 illustre les effets des differents traitements NPK sur les teneurs en proline, qui
montre une différence significative du facteur traitement sur le parametre utilisé (p=0,002).
Une différence significative en proline a été enregistrée entre les traitements T0/T1 (P<0,002)
et TO/T2 (P<0,018). On remarque que la teneur la plus élevée en proline a été enregistrée suite
a I’application du traitement T1 (6,65+1,19 moles proline/g MF). Le traitement T2 a provoqué
également une teneur élevée en proline (5,49+0,64 moles proline/g MF) par rapport au

traitement TO (3,69+0,74 moles proline/g MF), mais ceux-ci restent toujours inférieurs a T1.
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Figure 26 : Effet des différentes doses de NPK sur la teneur en proline.

7. L’effet du NPK sur la teneur en ascorbate

L'ascorbate est un antioxydant puissant des plantes qui nécessite un recyclage rapide et
efficace des formes oxydées (mono-déshydroascorbate et déhydroascorbate). La figure 27 met
en évidence les variations de la teneur en acide ascorbique chez la tomate en présence de
différentes doses de 1’engrais NPK. Nos résultats montrent un effet non significatif sur la
teneur en ascorbate (P=0,824). Nous avons observé que les plantes de tomate soumises aux
traitements TO et T1 présentent des teneurs élevés trés proches en acide ascorbique
(T0=16,05£2,42 pmol /g MF ; T1=16,08+1,78 umol /g MF, respectivement), au moment ou

le traitement T2 a enregistré une valeur inférieure a ceux-ci (15,25+1,71 umol /g MF).
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Figure 27 : L'effet de I'engrais NPK sur la teneur en acide ascorbique.

8. Discussion

8.1 Effet des différents traitements NPK sur la teneur en composés phénoliques

Les composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) obtenus avec le
traitement T1 (20 kg NPK/ha) étaient les plus élevés ainsi que l'activité antioxydante des
composants phénoliques antioxydants. Une augmentation de la dose de NPK au cours du
traitement T2 (25 kg NPK/ha) a entrainé une sur-fertilisation et, par conséquent, une
diminution de l'activité antioxydante et des composants phénoliques antioxydants.

L'étude menée par Juan et al. (2008) sur les effets de I’azote (N) et du soufre (S) sur
les composés phénoliques totaux et l'activité antioxydante des feuilles de moutarde montrent
que l'augmentation de l'apport en N diminuait considérablement les concentrations
phénoliques totales. Nos résultats concordent aussi avec ceux d’Oloyede (2012) ou la dose
moyenne donnée a des feuilles de citrouille a démontré la plus grande activité antioxydante.
Skwarylo-Bednarz and Krzepilko (2009) ont rapporté que l'utilisation d'engrais minéraux, en
particulier I'azote, augmente la teneur en vitamine C qui est un indicateur fréquemment utilisé

des propriétés antioxydantes des fruits et [égumes.
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8.2 Effet des différents traitements NPK sur la teneur du malondialdehyde (MDA) et
en peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Nos résultats ont indiqué une augmentation de la teneur en MDA et H,0,
biomarqueurs du stress oxydatif. Debona (2012) a démontré que l'augmentation de la
concentration en O*et H,0, dans le blé infecté correspond a la plus forte concentration de
MDA. L'ampleur des dommages cellulaires causés par le stress oxydatif lié & la réponse de la
plante a l'infection pathogene peut étre estimée a partir des produits de la peroxydation
lipidique. Ces résultats concordent avec nos recherches, a savoir que les niveaux de

peroxydation des lipides augmentent avec des doses plus élevées d'engrais NPK.

8.3 Effet des différents traitements NPK sur les teneurs en chlorophylles et

caroténoides

Nos résultats ont mis en évidence une augmentation de la teneur moyenne en
chlorophylle a, b et par conséquent a+b ainsi que les caroténoides pour la dose agricole
utilisée et en méme temps recommandée en Algérie (T1 : 20Kg/ha). Ces résultats concordent
avec les travaux de Zhang et al. (1997) qui ont démontré que la fertilisation azotée stimule la
synthése de la chlorophylle mais non la photosynthese. La chlorophylle étant une substance
azotée, sa syntheése a I’intérieur des cellules végétales est stimulée par un apport d’azote, ce
qui entraine la pigmentation verte des végétaux (Soltner, 2003). Cependant, un apport trés
riche ou trés pauvre entraine une réduction de cette derniere, ce qui était le cas des deux
traitements TO (15 Kg/ha) et T2 (20 Kg/ha).

8.4 Effet des différents traitements NPK sur Dactivité anti radicalaire DPPH et la
réduction du fer par la méthode FRAP

L activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Il existe plusieurs méthodes pour évaluer I’activité antioxydante par piégeage des radicaux
libres. Pour la méthode DPPH, I'évaluation de l'activité antioxydante a montré que I'effet
scavenger du radical DPPH le plus élevé a été enregistré apres application du traitement T1
(20 kg NPK/ha). Dans le cas du traitement T2 (25kg/ha), une sur-fertilisation a entrainé une
diminution assez importante de 1’effet scavenger. Cette augmentation pourrait s’expliquer par

la capacité des antioxydants existants dans les extraits a convertir le DPPH (1,1-Diphenyle-2-

-
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picrylhydrazyl de couleur violette) en sa forme réduite (diphényle picryl-hydrazine : de
couleur jaune).

Dans la méthode FRAP, nous avons remarqué une augmentation de la réduction du fer
apres 1’application du traitement T1 (20 kg NPK/ha), comme nous avons également remarqué
une diminution de ce parametre lorsque les plantes de tomate ont re¢u une dose de 25kg/ha de
I’engrais chimique NPK (T2). Cette augmentation indique la présence des réducteurs dans nos
extraits qui ont provoqué la réduction du fer ferrique Fe®* en fer ferreux Fe®*. En d’autres
termes, le systeme FeCls/KsFe (CN)g confére a la méthode la sensibilité pour la détermination
« semi-quantitative » des concentrations des polyphénols, qui participent a la réaction redox
(Amarowicz et al., 2004). Certains auteurs comme Siddhurajuand Becker (2007) ont
démontré que le pouvoir réducteur est probablement di a la présence du groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par
conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des
oxydants. Le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de

son activité antioxydante potentielle (Kumaran and Karunakaran, 2007).

8.5 Effet des différents traitements NPK sur la teneur en proline

Dans ce travail, nous avons également étudié la teneur en proline en présence de
différentes doses d’engrais chimique NPK. Par conséquent, nous avons mis en exergue une
forte croissance de ce parameétre, qui est connu comme un biomarqueur de stress dans le
traitement T1 (20 Kg /ha), couramment utilisé comme dose agricole en Algérie.

Selon Singh et al. (2006), ces quantités accumulées pourraient étre liées au niveau de
tolérance au stress. Cette accumulation n’est qu’un signe de perturbation. D’autres résultats
indiquent que la proline peut également intervenir dans la régulation du pH cytoplasmique, ou
autant que réserve de carbone et d’azote que les plantes utiliseront apres une période de stress

(Verslues and Sharma, 2010).

8.6 Effet des différents traitements NPK sur la teneur de ’ascorbate

A une dose de 20 kg NPK/ha (T1), nous avons remarqué que la teneur en acide
ascorbique était la plus élevée, suivi d’une diminution due a une fertilisation excessive (T2).
Notre travail est en parfait accord avec les travaux de Dumas et al. (2003) qui ont montré que

les taux élevés d'engrais azotes ont tendance a diminuer la teneur en vitamine C de la tomate.

.
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Une forte accumulation de 1’acide ascorbique dans nos extraits confirme les résultats de
Horemans et al. (2000) indiquant que la concentration en ascorbate est tres élevée dans les
cellules végétales (plusieurs milli molaires), ce qui le rend comme composant incontournable
chez les plantes.

L’ascorbate est connu pour ses propriétés antioxydantes. En fait, il réagit rapidement
avec l'anion superoxyde et I'oxygéne singulet ou avec le peroxyde d’hydrogene, mais cette
derniére réaction est catalysée par l'ascorbate peroxydase (APX). D’un autre cOté, l'acide
ascorbique est essentiel pour réduire la capacité d'autres antioxydants oxydés tels que la

vitamine E ou les caroténoides.

N



Conclusion



Conclusion générale

Au cours de cette étude, nous avons observé un effet bénéfique d’une diminution
modérée : T1 (20 Kg/ha) de I’apport en engrais fertilisant (NPK). Ce dernier a montre le
meilleur contenu en polyphenols, mais une augmentation excessive du NPK dans le cas du
traitement T2 (25 Kg/ha) induit une élévation des biomarqueurs du stress oxydatif, et par
conséquent une diminution de Il'activité antioxydante et des composants antioxydants
phénoliques. On peut conclure que le traitement T1 est probablement la dose la plus

appropriée et la plus adéquate sur le plan agronomique et économique.

Un autre aspect important mis en évidence par ce travail est que les plantes réagissent
différemment aux différentes quantités d'engrais appliquées. Afin d'obtenir un rendement
maximal, il est évidemment essentiel d'appliquer la dose appropriée, en particulier lorsque les

plantes ne présentent aucun symptdme de carence.

.
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