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Introduction

Le progrés dans la protection des cultures agricoles a largement contribué a
I’augmentation des rendements et a la régularité de la production. Faciles d’acces et d’emploi,
relativement peu chers, les produits phytosanitaires utilisés dans ce contexte, se sont réveélés
tres efficaces et fiables dans un nombre important de cas et sur de grandes surfaces.

L’agriculture s’est construite autour de 1’utilisation de ces produits, considérés comme
facteurs de productivité, mais aussi comme le moyen de proposer des produits végétaux
d’aspect irréprochables, tels qu’attendus en partie par le consommateur.

Une fois cet objectif atteint, leur usage est resté conventionnel : 1’essor industriel
garantissait I’abondance, naissait la société¢ de consommation, 1’agriculture devait donc faire
de méme et continuer de garantir fruits et Iégumes, beaux, abondants, sans défaut, et presque
en toute saison. La chimie permettait cela, les pesticides étaient un bien pour le
consommateur.

Mais le rapport a I’alimentation a évolué, la nourriture doit étre source de bonne santé
pour ’organisme : le crédo « mangeons bien, mangeons sain » est devenu un message
médiatique omniprésent, et désormais 1’aliment est plus vanté pour ses qualités nutritionnelles
que pour son golt. De la méme maniére, 1’individu se préoccupe plus de I’environnement,
nous devenons sensibles aux problemes de pollutions, et ces préoccupations se retrouvent
également dans le discours politique. Ainsi, le consommateur se questionne sur les résidus de
pesticides trouvés dans I’alimentation et dans 1’environnement, et de leurs impacts sur la santé
humaine.

C’est dans cette optique qu’une réflexion s’est vue construite & travers 1’objectif
assigné dans cette étude, afin de connaitre les limites de 1’usage agricole de ces pesticides.

Cette étude vise a évaluer I’effet direct des pesticides a usages agricoles sur des
cultures de pommes de terre, par I’analyse de quelques paramétres biochimiques afin de
vérifier les risques probables de leurs utilisations sur le produit lui-méme, 1’environnement et
le consommateur

La premiere partie de ce manuscrit (revue bibliographique) permettra de découvrir les
pesticides, en évoquant leurs principales caractéristiques (classification, mode d’action et leur
dynamique de diffusion), principaux usages et effets délétéres. S’en suivra une synthése

rappelant quelques principes sur le stress oxydant et les espéces réactives de I’oxygene



génerées par ce dernier, avant d’exposer la partie expérimentale qui consiste a évaluer
I’impact des pesticides sur des parcelles de pommes de terre cultivées et traitées, a travers
I’analyse de quelques paramétres biochimiques.

Un troisieme volet expérimental sera par la suite alloué a la discussion des résultats
obtenus, pour conclure par un résumé qui englobe les résultats de notre travail et les

perspectives pour des recherches avenir.
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Chapitre 1 : Les pesticides

1. Les pesticides
1.1. Définition

Un pesticide est definit comme «une substance ou une association de substances
destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies
humaines ou animales, ou toutes autres especes vegétales ou animales nocives ou génantes au
cours de la production, la transformation ou l'entreposage des produits agricoles » (FAO,
2003).

Considérés comme "tueurs de fléaux™ par certains étymologistes, ce sont des
molécules dont les propriétés toxiques permettent de lutter contre des organismes nuisibles a

I'nomme et/ou & son environnement (Aprifel, 2004).

1.2. Classification
1.2.1.Classement par cible

Les pesticides sont le plus souvent classés en fonction du ravageur visé (insecticides
(insectes), acaricides (acariens), aphicides (pucerons), ovicides (ceufs), larvicides (larves),
herbicides (plantes indésirables), fongicides (champignons), molluscicides (mollusques),
hélicides (escargots), rodenticides (rongeurs), taupicides (taupes), corvicides (oiseaux),

termicides (termites), et les produits répulsifs (Rousseau, 2007).

1.2.2.Classement par groupe chimique

Les pesticides sont parfois aussi classés en fonction de leur substance active,
autrement dit leur groupe chimique. On peut ainsi parler de pesticides organochlorés, de
pesticides organophosphorés, de carbamates, de pyréthrinoides ou encore de triazines. Parler
de pesticides organochlorés ou organophosphorés permet de regrouper sous un méme vocable

des substances aux comportements et propriétés similaires (Garcia et al., 2012).

1.2.3.Classement par mode d’action

Un dernier type de classement des pesticides peut étre opéré a partir du mode d’action
du pesticide considéré sur I’organisme indésirable visé. Les modes d’action des pesticides
sont ainsi trés variés et évoluent au gré des innovations de 1I’industrie phytosanitaire
(Bonnefoy, 2013).
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Le classement par mode d’action des pesticides en herbicides, fongicides et

insecticides sont bien illustré dans le tableau N°1. IIs représentent les principales familles de

pesticides utilisées en agriculture fruitieres et Iégumieres.

Tableau 1. Classement des pesticides par mode d’action (Bonnefoy, 2013).

Herbicides

De contact
Systémique
Seélectif
Non sélectif
Reésiduaire

Non résiduaire

Agit sur les parties de la plante avec lesquelles il entre en contact.
Absorbé par la plante, se déplace a I’intérieur de celle-Ci.

Ne contrble que certaines plantes traitées.

Contréle toutes les plantes traitées.

Se dégradent lentement et contrdle les plantes sur une longue période.

Est rapidement inactif apres son application et ne contréle les plantes
que sur une courte période.

Fongicides
Préventif Protéege la plante en empéchant que la maladie ne se développe.
Curatif Réprime une maladie qui est déja développée.

Insecticides
De contact Agit lorsque I’insecte entre en contact avec le produit.

D’inhalation

D’ingestion

Agit lorsque I’insecte respire le produit.

Agit lorsque ’insecte se nourrit du produit.

1.3. Mode d’action des pesticides

Par mode d’action, on entend généralement le mécanisme par lequel la substance va

exercer son effet sur la cible biologique du ravageur visé. La grande diversité des cibles

s’accompagne d’une grande variét¢ de modes d’action, aussi bien entre les différentes

catégories de pesticides qu’a I’intérieur méme de ces catégories, en lien avec leurs propriétés

physicochimiques, et donc toxicologiques (Calvet et al., 2005).

1.3.1. Actions des herbicides

Les herbicides, appelés parfois désherbants sont des substances chargées de détruire

ou de ralentir la croissance des mauvaises herbes, nommées adventices. Elles se distinguent
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entre elles par rapport a leur voie de pénétration dans les végétaux et a leur déplacement dans
la plante (Cirad, 2000).
Agissant sur différents processus de croissance et de développement des plantes, ils
perturbent le fonctionnement de :
> la physiologie de la plante : la photosynthese ou la perméabilité membranaire ;
» la croissance : la division cellulaire, 1’élongation, etc. ;
> la biosynthése des constituants cellulaires : lipides, pigments caroténoides, acides
aminés, etc. (Batsch, 2011).

1.3.2. Actions des fongicides

Les fongicides sont des substances congues exclusivement pour éliminer ou limiter le
développement des champignons parasites des végétaux. Leur effet pourra étre qualifié de
« préventif » lorsque son action se situe avant la pénétration du parasite dans les tissus de la
plante, de «curatif» lorsqu’il intervient sur des filaments déja bien installés dans les tissus
avant 1’apparition des premiers symptomes, ou d’« éradiquant » lorsqu’il intervient sur des
filaments déja bien installés dans les tissus avec 1’apparition des premiers signes de la maladie
(Azzouz, 2012).

Leur mode d’action, peut étre observé sur un seul site et on parle ici de fongicide uni-
site, ou sur plusieurs cibles et on parle dans ce cas de fongicide multi-sites (Figure 1) (Batsch,
2011).

Multi-sites

Respiration Uni-site
mitochondriale

Bioynthase acides SEPR

nucléiques

précurseurs

1

Acides ."...

cyt;;;jkéﬁi;/

~

Division cellulaire - cytosquelette
-

Figure 1. Principaux sites d’action des fongicides (INRA, 2019).

La plupart des fongicides utilisés n’ont qu’un seul site d’action pour stopper ou altérer

le bon fonctionnement d’une réaction nécessaire a la survie du champignon, ce qui engendrera

8
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la mort de la cellule. Cependant, si ces cellules mutent au niveau de 1’'unique site d’action du
fongicide, le produit peut devenir inactif car il ne reconnaitra plus sa cible. 1l en résulte ce
qu’on appelle une résistance du pathogéne au fongicide. Les fongicides multi-sites sont dans
ce cas des alliés de choix puisque ’acquisition d’une résistance par le pathogene doit passer
par la mutation de plusieurs cibles, ce qui n’est encore jamais arrivé (Aprifel, 2004).

Plusieurs actions peuvent étre attribuées aux fongicides a 1’égard des cibles
potentielles du pathogéne. Le tableau 2 illustre les grandes lignes de ces principaux modes

d’action sur les organismes cibles.

Tableau 2. Modes d’action des fongicides (Aprifel, 2004).

Action sur les processus respiratoires | Action sur les biosynthéses

— Inhibition des complexes II et 11 — Biosynthese des stérols

— Phosphorylation oxydative — Biosyntheése de I’ARN et de ’ADN

— Inhibition de la germination — Biosynth¢se des mélanines

Action sur les microtubules Autres modes d’action

— Combinaison avec la tubuline — Action sur les membranes et la
croissance

— Inhibition de la germination
— Modification de la perméabilité cellulaire
— Inhibition de 1’¢longation des tubes

Germinatifs

1.3.3. Actions des insecticides

Les insecticides sont des biocides destinés a détruire les insectes pour assurer la
protection des cultures. Largement utilisés en agriculture pour éliminer les ravageurs,
ils sont également présents dans l’environnement domestique sous forme de
spécialités contre les poux, de médicaments vétérinaires, d’insecticides ménagers, de
produits de jardinage ou encore de xyloprotecteurs (Testud and Grillet, 2007).

Considérer comme des produits neurotoxiques, leurs actions sur le systeme nerveux se
manifeste par le blocage de la propagation de I’influx nerveux au niveau des neurones et des
synapses, tant au niveau du systeme nerveux central que périphérique (Calvet et al., 2005).

Certains insecticides agissent en perturbant la physiologie de la reproduction de

I’insecte (perturbateurs de mue) alors que d’autres inhibent la production de chitine, élément
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constitutif majeur de I’exosquelette des insectes (Batsch, 2011). Les insecticides peuvent

¢galement cibler les larves et les ceufs d’insectes.

1.4. Dynamique environnementale des pesticides

D’une maniére générale, les pesticides engendrent un effet néfaste sur
I’environnement, donc un certain nombre de risques a 1’égard de la composition chimique de
I’air, de I’cau et du sol qui se traduisent par des pollutions dont les conseéquences
toxicologiques (pour I’homme) et éco-toxicologiques (pour les organismes vivants autres que
I’homme) peuvent étre préjudiciables a la qualité de I’environnement (Mamy et al., 2008).

On estime que lors d’un traitement, 80 a 90% des quantités de pesticides utilisées
n’atteignent pas le ravageur visé. Il se produit une dérive des produits vers les différents
milieux : le sol qui constitue le support direct d’une culture, ’eau et I’air directement
impactés par contact avec ces molécules, puis de maniére indirecte les milieux environnants,
atteints par ces produits phytosanitaires grace aux facteurs climatiques tels que la pluie, la
percolation ou apres évaporation dans 1’air (Rial-Otero et al., 2003).

Les étres vivants qui se nourrissent a partir des éléments du sol, ceux des élements
aquatiques et ceux vivant dans 1’air, sont impactés de maniére indirecte (Frapna, 2013)

(Figure 2).

\v Transport local ou
sur de grandes distances uil

Photodécomposition

ATMOSPHERE

‘we
APPLICATION

Erosion par Velatilisation * Volatilisation
le vent

-

-
&’ Précipitations

Absorption folire W y &
~ X1

Absorption racinaire Ruissellement
Adsorption
Désorption
Ecoulement
Rétention sur les hypodermique
particules du sol et drainage

Degradation puis
minéralisation

Infiltration

Figure 2. Processus de diffusion des pesticides dans I’environnement (Atmo, 2017).
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1.5. Principaux usages et role des pesticides

Le principal usage des pesticides est la protection des cultures, on parle alors de
pesticide a usage agricole. Toutefois, ils sont aussi utilisés pour des usages non agricoles, afin
de lutter contre des especes végétales jugees envahissantes pour des raisons de sécurité
(infrastructures de transport) ou d’aménagements paysagers (parcs et jardins) (Dugeny, 2010).

Leurs utilisations est une pratique nécessaire pour 1’agriculteur afin de lui assurer un
bon rendement agricole (qualitatif et quantitatif), permettant de garantir un revenu acceptable
et de compenser les pertes de sol consecutives a leur dégradation (FAO, 1998).

L’autre aspect, est celui de I’entretien des espaces de loisirs tels que les jardins
d’amateurs, les parcs et les terrains de sport. En effet, les pelouses, les arbustes et les arbres
d’ornement peuvent nécessiter des traitements phytosanitaires pour conserver leur attrait et
permettre leur fonction récréative (Calvet et al., 2005).

Les pesticides sont aussi des moyens contribuant au confort des habitations. Les
opérations de désinsectisation et de dératisation sont couramment pratiquées pour I’entretien
des batiments, afin d’éliminer des rongeurs (souris, rats...) et d’insectes nuisibles (mouches,

moustiques, termites et fourmis) vecteurs de maladies transmissibles (Calvet et al., 2005).

1.6. Effets toxiques des pesticides

« SOrs », « propres» et méme « respectueux de la santé et de 1’environnement »,
I’industrie phytosanitaire use de tous les arguments pour convaincre du bien-fondé de 1’usage
de ses pesticides. Cependant et face a ces discours, les faits dévastateurs de ces produits sont
bien la : contamination des eaux, de I’air, des fruits et légumes, atteinte a la biodiversité et a la
santé humaine, accidents industriels, etc.

Leurs utilisations croissantes depuis un demi-siccle, n’a pas cessé d’avoir des impacts

déléteres sur la santé de ’homme et de I’environnement.

1.6.1. Effets sur I’environnement

Dés qu’ils ont atteint le sol ou la plante, les pesticides peuvent étre absorbés par les
plantes ou des organismes du sol, les substances actives peuvent se volatiliser, ruisseler ou
étre lessivées, voire méme rester dans le sol. Ainsi, l'ensemble des compartiments
environnementaux peuvent étre potentiellement touché et impacté par les pesticides, en plus
des cibles contre lesquelles ils sont theoriquement dirigés.

Les effets toxiques indesirables pour les especes non cibles des trois compartiments

environnementaux sont liés et il est illusoire de vouloir les distinguer. En effet, une méme
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substance active pourra avoir des répercussions sur I'ensemble des especes constitutives des

différents compartiments de I'environnement.

a) Pollution des sols

La contamination des sols par les polluants est souvent raisonnée par rapport a une
cible. Mais il est important de ne pas oublier que les sols sont en soi une ressource
difficilement renouvelable et la présence des polluants pesticides peut affecter leur utilisation
dans une perspective de développement durable.

La manifestation du caractere polluant des pesticides est étroitement liée a leur devenir
dans le sol. Outre, la toxicité propre du polluant, qui dépend de sa concentration et de la
nature de la cible considérée, sa rétention par le sol et sa persistance sont les deux facteurs
fondamentaux conditionnant le caractére polluant et/ou sa manifestation. La rétention d’une
molécule organique par le sol est le résultat global d’un ensemble de phénomene, impliquant
des interactions avec les constituants organiques et minéraux des sols. De méme, la
persistance est la résultante d’un ensemble de processus de dissipation, physico- chimique et

biologique, qui font diminuer la concentration du polluant et du milieu (Hateb et al., 2012).

b) Pollution de I’air
Lors d'un traitement, une certaine proportion de la substance active épandue passe
directement dans I'atmosphére. Ce passage est important lors d'applications effectuées par
hélicoptére ou par avion, et reste plus limité lors d'applications terrestres classiques.
Des résidus de pesticides peuvent passer des cultures vers le compartiment aérien par
des phénomeénes d'évaporation et autres. La volatilisation est 1’une des causes principales de
fuites de pesticides hors de la zone cible, notamment quand les traitements visent la surface

du sol ou celle des vegétaux (Aprifel, 2004).

Cc) Pollution de I’eau
L’eau peut entrainer la dispersion des pesticides dans le milieu par lavage des feuilles,
ruissellement et lixiviation. Le ruissellement contribue a la pollution des eaux de surface
tandis que la lixiviation contribue surtout a celle des eaux profondes.
L’importance de la pollution des eaux souterraines apres transfert par lixiviation des
molécules de pesticides dans beaucoup de sols, dépend de certaines de ses propriétés ainsi que

celles du sol (hydrosolubilité, vitesse de filtration, passage de racines, etc.)
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1.6.2. Effets sur la biodiversité

Libérés dans I’environnement, les pesticides vont evidemment éliminer les organismes
contre lesquels ils sont utilisés. Mais, la plupart de ces produits vont également toucher
d’autres organismes que ceux visés au départ, tels que les vers, bactéries et autres
champignons qui améliorent la fertilité des sols. Ils le sont également pour certaines espéces
qui propagent la vie comme les insectes polinisateurs.

A moyen terme, leurs usages provoquent la résistance des espéces nuisibles et
I’empoisonnement par bioaccumulation de toute la chaine alimentaire.

En milieu aquatique, devenu de nos jours une réserve des pollutions qui s’accumulent,
la présence de pesticides compromet le cycle de vie des organismes qui y vivent. Chez
certains poissons, on observe le développement de tumeurs, la perturbation des systémes
hormonaux, ou encore 1’inhibition plus ou moins compléte des fonctions vitales comme la
respiration, la croissance et la reproduction (Van der Werf, 1997).

Les conséquences directes et indirectes de ces perturbations sur la biodiversité et la
dynamique des populations (notamment sur la flore et la faune terrestres et aquatiques) sont

donc indéniables.

1.6.3. Effets sur la santé humaine

L’homme peut également étre exp0sé aux pesticides, soit directement lors de
I’utilisation, soit indirectement, par la présence de résidus dans les différents milieux (air, eau
et sol) et dans 1’alimentation (Dugeny, 2010).

L’exposition se produit, soit par inhalation, soit par contact cutané ou suite a
I’ingestion d’aliments contaminés (Mari, 2018).

Les effets aigus d’une contamination, surviennent en cas d’empoisonnements
accidentels ou volontaires faisant suite a une exposition a de fortes doses. Les signes de
contamination témoignant la transmission de ces molécules sont bien connus, et présentent en
générale des brdlures chimiques oculaires, des Iésions cutanées, des manifestations digestives
et respiratoires, des effets neurologiques voire des troubles hépatiques.

Les effets chroniques des pesticides en lien avec des expositions répétées et
prolongées a de faibles quantités de pesticides sont eux moins bien connus, du fait du
décalage entre 1’exposition et la découverte d’une anomalie qui rend délicat 1’établissement de
la causalité (Errami, 2012). Cependant, plusieurs études de recherches ont permis d’établir

une relation entre exposition professionnelle aux pesticides et certaines maladies chez 1’adulte
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telles que des problemes de fertilité, de multiples cancers, des malformations prénatales ou

encore des maladies neurologiques (maladie de Parkinson, autisme, etc.).

1.7. Marcheé international des pesticides

Le marché mondial des pesticides s’¢éléve a 30 milliards de dollars annuels, dont pres
d’un tiers pour 1’Europe et environ 25 % pour I’ Amérique du Nord ainsi que pour 1’ Asie.

Les Etats-Unis sont le premier consommateur de pesticides, suivi de 1’Inde et de
Malte, premier consommateur européen devant Chypre et I’Italie (Figure 3). A I’hectare, le
Japon utilise 12 kg, I’Europe, 3 kg, les Etats—Unis, 2,5 kg, loin devant I’Inde (0,5 kg/ha) qui
est aussi un des premiers producteurs mondiaux. Chaque année, ces produits empoisonnent 03
millions de personnes et il y aurait, selon I’OMS entre 20.000 et 200.000 décés accidentels
causés par les pesticides chaque année, majoritairement dans les pays en développement ou
environ 30% des pesticides commercialisés ne répondent pas aux normes de qualité
internationales (Hateb, 2012).

Malte "l 7,51
Chypre = 3,22
Italie M N 2,94

Pays-Bas™ wmm 2,44
Belgique I i 2,10

Slovénie s 1,76
Espagne == 1,67
Portugal Ell 1,50
Finlande 4= 1,44
France B il 1,15
UEa28 E 0,98

Allemagne ™= 0,73
Royaume-Uni &8 B 0,32

Suéde == | 0,08

Figure 3. Les plus gros consommateurs de pesticides en Europe.
Pays de I’UE selon la consommation de pesticides en kilogrammes par hectare, en 2016 (Gaudiaut, 2018).
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2. Le stress oxydant
2.1. Définition

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, se définit comme étant le
résultat d’un déséquilibre de la balance de production d’espéces réactives oxygénées (ERO) et
leur destruction par les systemes de défense antioxydants (Almasiova et al., 2012). Il est donc
généré soit par une surproduction de ces especes réactives oxydantes ou suite a une
diminution des systémes de défense antioxydants (Figure 4) (Nemmiche, 2017).

Ce déséquilibre a pour conséquence, I’apparition de dégats souvent irréversibles pour
la cellule qui va se traduire par des dommages oxydatifs importants dans la structure et le
métabolisme cellulaire de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides nucléiques (Cadenas
and Davis, 2000).

Déséquilibre

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, 5o

Espéces réactives de |0, Yitamine G (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds - Fe, Cu

: Antimgydant
Facteurs environnementaus L4

Ohoydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 4. Déséquilibre de la balance du stress oxydant au niveau de la cellule
(Thibault, 2017).

2.2. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)
2.2.1. Définition

Les plantes utilisent 1’oxygéne, via le métabolisme aérobie, pour fournir 1’énergie
nécessaire a leur croissance et a leur développement. Cependant, tout dysfonctionnement du
métabolisme de ce dernier (O,) peut générer un exces d’especes chimiques trés réactives

connues sous le nom de « especes réactives de I’oxygeéne ».
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Par définition, les espéces réactives de 1’oxygéne sont des espéces chimiques
possédant un électron célibataire non apparié sur leur couche périphérique, ce qui leur confere
un fort degré de réactivité (Migdal and Serres, 2011).

Parmi ces especes figurent les especes radicalaires (comme : -OH, O,--, RO;:) et les
produits non radicalaires (tel que I’H,0, et le RO,H) (Gardes-Albert et al., 2003).

2.2.2. Origine et sites de production

Le dioxygeéne et la chaine respiratoire mitochondriale, constituent chez les animaux la
source principale de production cellulaire des especes réactives oxygénées. En effet, lors du
métabolisme normal de I’oxygéne, la réduction tétravalente de ce dernier en eau se fait en
plusieurs étapes successives qui donnent naissance a des entités radicalaires et moléculaires
beaucoup plus réactives que 1’oxygene lui-méme qui leur a donné naissance (Migdall and
Serres, 2011).

Les quatre étapes de la réduction de 1’oxygene et la formation des intermédiaires

partiellement réduits sont détaillées dans la figure 5.

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe* : Cu’) Glutathion peroxydase
Oivadiia Radical Peroxyde Radical €au
ve superoxyde d’hydrogene hydroxyd
0 » 0 » H) —— — H 0
2 ‘e 2 e (+ 2H’) 272 e OH ve (+H) 2

Réduction tétravalente

de Poxygene 0,+4e +4H —2H,0

0,” Anion superoxyde 10,+1le—>0,"

Peroxyde

o d’hydrogene

2 0,7+0,” (+2H*) > H,0,+0,

3 H,0,+ Fe? — "OH + Fe* + OH"
‘OH Radical hydroxyle 4 H,0,+H,0,—>2H,0+0,
5 H,0,+ 2 GSH — 2 H,0 + GSSG

RO, Radical peroxyle 6 R"+0,—> R0,
RO,H Hydroperoxyde 7 RO, + RH—> RO,H + R
RO Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe? — RO + Fe** + OH"

Figure 5. Origine des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) (Migdall and Serres, 2011).
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En paralléle, chez les plantes, et dans la plupart des situations ou les conditions
environnementales sont modifiées, une forte augmentation de la proportion des ERO est
observée au niveau des chloroplastes (Figure 6). En effet, de nombreuses situations de stress
abiotiques entrainent une inhibition de la photosynthése et les électrons qui ne participent plus
a la fixation du CO; vont entrainer la production et ’accumulation de ces ERO (Parent et al.,
2008).

La NADPH oxydase de la membrane plasmique, qui transfére les électrons du
NADPH cytoplasmique a I’oxygene, est ¢galement une autre source importante de radicaux

superoxydes, qui forment par la suite de I’H,O, (Bailly et al., 2007).

Figure 6. Sites de production intra-organites des formes réactives de 1’oxygéne dans la cellule
végétale (Parent et al., 2008).

Toutefois, ’origine de la production des ERO ne se limite pas au chloroplaste, a la
NADPH oxydase et a la mitochondrie. La grande variété des types de stress nécessite la
mobilisation de multiples mécanismes de production des ERO, parmi lesquels les amines

oxydases ou les peroxydases jouent certainement un rdle important.
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2.2.3. Principales actions des espéces réactives de ’oxygéne
2.2.3.1. Actions bénéfiques

Les especes réactives de I’oxygeéne, a condition que leur niveau d’accumulation soit
finement régulé par un équilibre entre production et élimination, sont indispensables pour que
I’organisme puisse assurer certaines fonctions physiologiques fondamentales. En effet, ils
jouent un role important dans de nombreuses voies de signalisation cellulaire, en particulier
durant le processus d’apoptose, de prolifération ou d’activation cellulaire. A doses
physiologiques bien contrdlés, ils servent également a stimuler 1’activité et la biogénése
mitochondriale.

Enfin les ERO régulent I’adaptation au stress oxydant soit par I’induction des génes

« antioxydants » ou par leur répression « pro-oxydant » (Puy, 2017).

2.2.3.2. Actions déléteres

La réactivité particuliere des ERO ajoute aux fonctions biologiques précitées, des
propriétés toxiques importantes et diversifiées lorsqu’elles se trouvent en surproduction. Leurs
effets deviennent déléteres pour les cellules, les tissus et diverses fonctions biologiques. Les
conséquences néfastes des ERO sont associées aux perturbations du statut Redox, a la
modulation de la signalisation cellulaire et de 1’expression des geénes, mais aussi a leur
interaction avec les biomolécules de grande importance telles que I’ADN, les lipides, les

protéines et les polysaccharides (Nemmiche, 2017).

2.2.3.2.1. Principales cibles biologiques des ERO

Les especes réactives de 1’oxygene s'attaquent a la plupart des molécules organiques et
inorganiques présentes dans les cellules, parmi lesquelles 'ADN, les protéines, les lipides, les
acide-aminés et les sucres. lls agissent selon trois modes d'actions : en arrachant soit un
électron, soit un atome d'hydrogéne ou encore en s'additionnant sur les doubles liaisons. Ils
induisent des atteintes oxydatives sur des composés cellulaires et extracellulaires en général

proches de leur site de production (Zerargui, 2015).

a) L acide désoxyribonucléique ou ADN

Les bases nucléiques sont susceptibles d’étre oxydées, conduisant notamment a la
formation de 8-0x0-guanine, a ’origine de mutations géniques. C’est sans doute ce qui
explique la génotoxicité des radicaux libres (Morel and Barouki, 1998). Notons que I’ADN

mitochondrial, du fait de sa proximité avec la chaine respiratoire, site éminent de production
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des ERO, et du fait de I’absence de chromatine organisée, est particuliérement exposé¢ a

I’oxydation (Barouki, 2006).

b) Les protéines

Tous les acides aminés sont des cibles potentielles pour les ERO. Néanmoins, les
cibles majeures sont les acides aminés soufrés (cyctéine, méthionine), basiques (arginine,
histidine, lysine) et aromatique (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) (Ronald, 2011).

Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus
avec, pour conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines.

La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications
fonctionnelles importantes. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques (enzyme, anti-enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles a
I'action des protéases et notamment du protéasome. Les protéines oxydées deviennent aussi
tres hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables, soit par
extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors former des amas anormaux
dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment les dépbts de

lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003).

c) Les lipides membranaires

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diene conjugué, oxydé en radical peroxyde.
Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical
peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un
nouveau radical diene conjugué (Esterbaue et al., 1992).

Les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d'évolution : étre réduits et
neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer a s'oxyder et a se fragmenter en
aldéhydes acides et en alcanes (éthane, éthyléne, pentane).

Le radical peroxyle, aprés évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la
molécule, peut libérer différentes aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde ou
I'nydroxynonenal. La transmission en chaine de la réaction de peroxydation lipidique est

stoppée par la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes (Favier, 2003).
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d) Les lipoprotéines

L’attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides
membranaires. Les conséquences seront différentes : l'attaque des lipides circulants
aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de faible densité) oxydees qui, captées par
des macrophages, formeront le depdt lipidique de la plaque d'athérome des maladies
cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Nakajima et al., 2005).

2.2.4. Mise en évidence des espéces réactives de I’oxygéne

Il est nécessaire de pouvoir mettre en évidence une agression oxydante et mesurer la
concentration des ERO qu’elle produit pour comprendre son role dans les diverses
pathologies auxquelles elle est associée, et évaluer I’efficacité des traitements antioxydants a
fournir.

De nombreuses techniques sont disponibles. Toutefois, la mise en évidence de ces
especes est confrontée a diverses difficultés, dont une des plus grandes est que les ERO ou

ROS ont une demi-vie tres courte (Tableau. 3); par conséquent, leur dosage direct est difficile.

Tableau 3. Demi-vie des principales ERO biologiques (Jacob 1995).

Espeéce Nom commun Demi-vie (37 °C)
HO Radical hydroxyl 1 nanoseconde
HO» Radical hydroperoxyl Instable

0, Radical anion superoxyde Enzymatique
0, L'oxygene singulet 1 microseconde
RO Radical alcoxyle 1 microseconde
ROO Radical peroxyl 7 secondes

NO Radical d'oxyde nitrique 1 a 10 secondes
H,0; Peroxyde d'hydrogene Stable

HOCI Acide hypochloreux Stable

R = lipide, par exemple : Linoléate
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Par contre, il est possible de mesurer des marqueurs spécifiques des ERO. Mais en
milieu biologique, leur mesure peut étre sujette a des artefacts dus a des especes a réactivite
semblable a celle des ERO, ou a des composés intermédiaires formés par 1’échantillon analysé
(Turrens, 2003). En plus, certains réactifs de révélation des ERO peuvent enclencher un
«redox cycling» (Rota et al., 1999). Ainsi, il serait utile de combiner plusieurs méthodes dont
chacune mettrait a profit une source ou une propriété particuliére de I’ERO étudiée (Turrens,
2003).

2.3. Les défenses cellulaires contre le stress oxydant

Afin de palier aux effets toxiques des espéces réactives de 1’oxygene, les organismes
disposent d’un arsenal de défenses antioxydants a la fois enzymatiques et non enzymatiques.
Donc, on peut envisager sous le titre d'« antioxydants » au sens large, l'ensemble des
molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la propagation ou de
détruire les ERO.

2.3.1. Les antioxydants enzymatiques

v' 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'oxygene et une
molécule de peroxyde d'hydrogéne. Les superoxydes dismutases existent sous plusieurs
isoformes dont la structure d’ensemble est trés bien 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 cceur de ’enzyme dont la nature permettra de distinguer les
superoxydes dismutases a manganese (MnSOD) protégeant la mitochondrie, des superoxydes
dismutases a cuivre-zinc protégeant le cytosol (cCu-ZnSOD), la face externe de la membrane

des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-ZnSOD) (Favier, 2003).

v' Les glutathion peroxydases (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son réle est
d’accélérer la dismutation du H,O, en H,O et O,. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Cardin, 2008).

Le maintien de ’activité de la GPx nécessite la régénération du glutathion (GSH)

assurée par la glutathion réductase selon la réaction : (Démrarchez, 2012).
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+Glutathion
réductase

2GSSG + 2NADPH + H 2GSH + NADP*

v' La glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase, quant a elle, a pour réle de régenérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’¢lectrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la

GPx maintienne sa fonction (Cardin, 2008).

v’ La catalase (CAT)

Enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les peroxysomes, la catalase est
aussi responsable de 1’¢limination de I’H,O, par une transformation en H,O et O,.
Contrairement a la GPx, I’affinité de la catalase pour I’H,O; est élevée seulement lorsque les

teneurs en peroxyde d’hydrogéne sont accrues (Zerargui, 2015).

2.3.2. Les antioxydants non enzymatiques
Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart des antioxydants non
enzymatiques ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par

I’alimentation. Dans cette catégorie, nous retrouvons :

2.3.2.1. Antioxydants non-enzymatiques d’origine endogéne
Ils existent de nombreux réducteurs endogenes participant a la protection de
I’organisme contre les ERO, les plus importants étant le Glutathion, la bilirubine, I’acide

urique, le coenzyme Q et I’acide lipoique.

v’ Le Glutathion (GSH)

Au ceeur des défenses antioxydantes, le glutathion est le thiol le plus abondant dans les
organismes et les systemes vivants (Belkheiri, 2010). C’est un tripeptide composé de trois
acides aminés : I’acide L-Glutamique, la L-Cystéine et la L-Glycine (Démrarchez, 2012).

Le glutathion constitue un cofacteur pour la GPx et permet de régenérer les vitamines
C et E dans leur forme active (Masella et al., 2005). C’est aussi un chélateur des ions
cuivreux, limitant ainsi les réactions de type Fenton.

En tant qu’antioxydant, le glutathion peut intervenir par deux types de mécanismes : la

capture d’espéces radicalaires et la participation a I’activité¢ d’enzymes antioxydants (Ronald,

2011).
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Chapitre 2 : Le stress oxydant

v’ L’acide urique

L’acide urique est un produit issu au cours de la dégradation des composés puriques.
Chez la plupart des mammiféres excepté I’homme, il est dégradé par 1’urate oxydase. Il
posséde une fonction antioxydante en inhibant 1’oxydation de I’acide ascorbique catalysée par
le fer.

En effet, il capture le fer et inactive les especes réactives de 1’oxygene telles que

I’acide hypochloreux, le radical hydroxyl et le dioxyde d’azote (Tissier, 2011).

v' LaBilirubine

La bilirubine est un pigment biliaire endogeéne non hydrosoluble. Il s’agit d’un produit
de dégradation de I’héme obtenu au cours d’une réaction catalysée par 1’héeme oxygénase
(Dunlap et al., 2006).

Concernant sa fonction antioxydante, in vitro, la bilirubine peut dégrader les radicaux
alkoxyl (RO¢) et peroxyl (RO2¢) et ’oxygene singulet. La bilirubine est oxydée par certaines
especes réactives de 1’oxygene en biliverdine, pouvant alors étre recyclée par la biliverdine
réductase. Le role antioxydant de la bilirubine a été démontré, initialement, par des
expériences realisées sur des cultures cellulaires (Halliwell and Gutteridge, 2007).

2.3.2.2. Antioxydants non-enzymatiques d’origine nutritionnelle

v Lavitamine E

La vitamine E ou a-tocophérol est le principal antioxydant de la famille des
tocophérols. Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des
acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un rdle protecteur en

empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres.

v Lavitamine C

La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des ERO (HO" ou O,¢). Elle inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses :
contribution au bon fonctionnement du systeme immunitaire, implication dans la synthése du
collagene et des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer
(Haleng et al., 2007).
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Chapitre 2 : Le stress oxydant

v' Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments vegéetaux, présents en abondance dans les légumes
verts et oranges, les fruits fortement pigmentés et certaines especes de poissons. lls jouent le
role d’antioxydants en inhibant les radicaux hydroxyl, les anions peroxyde et le peroxyde
d’hydrogeéne.

La fonction antioxydante des caroténoides est réalisée en sacrifiant aux radicaux libres
leurs multiples doubles liaisons fortement réactives par transfert d’hydrogeéne, stabilisant de
cette maniére les produits reéactifs. La B-caroténe et la lycopéne sont des exemples de

caroténoides (Tissier, 2011).

v' Les polyphénols

Les polyphénols ont de nombreux rdles antioxydants ; ils inhibent la peroxydation
lipidique et détruisent certaines espéces réactives telles que OHe et NO,e. Certains peuvent
réagir avec 1’ion superoxyde.

Les phénols possédant deux groupes —OH adjacents ou d’autres structures chélatantes
se comportent en chélateurs de métaux ionises (Halliwell and Gutteridge, 2007). lls sont
capables de participer a la réparation des dégats oxydatifs survenant sur I’ADN et les
protéines (Dunlap et al., 2006). Les polyphénols interrompent la propagation des réactions
radicalaires et préviennent I’initiation de ces réactions par inhibition d’enzymes activatrices

de ’oxygene (Tissier, 2011).

2.3.2.3. Les cofacteurs minéraux
v Le sélénium

Le sélénium n’est pas un antioxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un role primordial comme cofacteur de la GPx. Dans ’alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organique, lié a un acide aminé, la cystéine.

Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui
conduit a des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés physiologiquement actifs

comme la GPx.
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Chapitre 2 : Le stress oxydant

v’ Le cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, la
cytochrome C oxydase et la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un role important dans le déclenchement de réactions de production d’ERO
(réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est élevée devenir pro-oxydant
(Haleng et al., 2007).

v Lezinc

Le zinc joue un réle de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans
de nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides et le fonctionnement de
I’anhydrase carbonique.

Comme le cuivre, le zinc est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protege les
groupements thiols des protéines et il peut inhiber les réactions de formation des ERO
induites par des métaux de transition comme le fer ou le cuivre. Le rapport Cu / Zn,
(normalement inférieur a 1,5) sera un excellent indicateur de 1’état de stress oxydant d’un

individu (Haleng et al., 2007).
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Matériel et Méthodes

1. Objectif de I’étude

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de I’effet des residus de
pesticides chez les plantes hautement cultivée et du devenir de leur accumulation.

C’est un projet qui a été réalisée au niveau de la ferme de 1’université de Mostaganem
(atelier de I’ex ITA, Mazagran), ou la culture de pomme de terre de la variété Sylvana a été
réalisée.

Les différentes analyses biochimiques en rapport avec 1’objectif de cette étude ont été
effectuées au niveau du laboratoire de biochimie et de microbiologie de 1’université de

Mostaganem.

2. Matériel végétal
L’espéce vegétal que nous avons utilisé dans cette étude est : Solanum tuberosum, plus
communément appelé pomme de terre de type « Sylvana ». Variété originaire des Andes, elle

est issue d'un croisement de deux autres variétés de pomme de terre, « Fabula » et « Xantia ».

2.1. Description de I’espéce

La pomme de terre Solanum tuberosum, cultivée pour ses tubercules comestibles, est
une plante herbacée de 0.4 a 1.4m de hauteur (selon les variétés). A port dressé ou
entiérement prostré avec 1’age, elle est considérée comme un Iégume tige (et pas un légume
racine), du fait que les tubercules issues de la plante, sont le résultat d’une modification des
tiges souterraines (Spooner and Knapp, 2013).

De forme sphérique a ovoide, la chair des tubercules varie de blanche a jaune. La peau
qui peut étre lisse, réticulée ou rugueuse peut aussi prendre plusieurs couleurs, blanche, jaune,
havane ou rouge (la couleur de la chair peut correspondre ou non a celle de la peau) (Spooner
and Salas 2006). La figure 7 présente les tiges aérienne (fleurs et feuillage) et souterraines de

la pomme de terre Solanum tuberosum.

Solanum tuberosum, variété mature Partie aérienne de Solanum tuberosum (feuilles et fleurs)

Figure 7. Solanum tuberosum 26



2.2. Classification

Regne : Plantae

Sous régne  : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe  : Asteridae
Ordre : Solanales
Famille : Solanaceae
Sous famille : Solanoideae
Genre : Solanum
Espece : Solanum tuberosum (APG 11, 2003)

2.3. Origine de la matiere végétale

Matériel et Méthodes

A partir d’un champ cultivé de pomme de terre de type Sylvana, des prélevements de

feuilles ont été effectués a partir de différentes parcelles (parcelle bio, parcelle agronomique

et parcelle double dose).

Les différents échantillons de feuilles ont été prélevés sur les trois parties aériennes de

la plante (partie supérieure, partie inférieure et celle du milieu). Les trois échantillons prélevés

ont été stockés dans des sacs en plastique, et misent au congélateur pour des utilisations

ultérieures.

Trois types de produits phytosanitaires (un herbicide, un acaricide et un fongicide) ont

été appliqués sur la culture de pomme de terre. Les doses respectives de ces produits sur les

plantes cultivées sont décrites dans le tableau 4.

Tableau 4. Doses des produits phytosanitaires appliquées sur la culture de pomme de terre.

Produits /doses

Dose d’utilisation

Agronomique

Metrixone (herbicide)

450-650 g/Ha

Medamec (acaricide)

Medamec (acaricide) 50 ml/Ha
Equation pro (fongicide contre le mildiou) 400 g/Ha
50 ml/Ha
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3. Analyses biochimiques
e Préparation de I’extrait des feuilles de pomme de terre

Une quantité de 400 mg de feuilles de pomme de terre fraiches est broyée dans 40 ml
d’éthanol a 60%.

Aprés filtration du mélange a 1’aide d’un papier filtre, 1’extrait est récupéré, puis

conservé au frigo a 4°C pour des analyses ultérieures.

3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux sont quantifiés par spectrophotométrie en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, une solution de couleur jaune constituée d’un mélange de deux acides : acide
phosphotungstique et acide phosphomolybdique. Ce réactif est réduit lors de I'oxydation des
phénols pour former un complexe bleu stable d'oxydes de tungstene et de molybdéne.

La coloration bleue produite, dont I'absorption maximale est au voisinage de 765 nm,
est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits de pomme de terre.

La quantification des polyphénols est effectuée a I’aide d’une courbe d’étalonnage
linéaire, réalisée dans les mémes conditions que 1’échantillon en utilisant 1’acide gallique

comme standard.

e Mode opératoire

20ul de I’extrait aqueux de feuilles de pomme de terre (préparé en utilisant 1,58 mi
d’eau distillée stérile) sont mélanger avec 100pl du réactif de Folin-ciocalteu. Aprés 5 a 8
minutes, un volume de 300ul d’une solution de carbonates de sodium (Na,COs3) (30mg/ml)
est additionné au milieu réactionnel.

Apres 2 heures d'incubation a tempeérature ambiante, I’absorbance des échantillons (de
couleur bleue) est mesurée a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV Visible (Singleton
etal., 1999).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique et elle est exprimée en
milligramme (ou en pg) équivalent d’acide gallique par gramme (ou milligramme) du poids

frais des feuilles de pomme de terre (mg EAG/g d’extrait ou pg EAG/mg d’extrait).
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3.2. Dosage des tannins

Les tannins sont des métabolites secondaires importants dans le régne végétal. Ils
s’intégrent dans la défense des végétaux contre les herbivores, en particulier pour les plantes
se développant dans des zones difficiles.

Comme les polyphénols, ils ont la particularité de complexer les protéines par des
liaisons faibles ce qui leur confére un role défavorable sur la digestibilité des aliments, en
provoquant une mauvaise assimilation des protéines (Zimmer, 1996).

Pour le dosage des tannins, nous avons adopté la méthode a la vanilline en milieu
acidifié, décrite par Julkunen (1985). Elle depend de la réaction de la vanilline avec le
groupement flavonoide terminal des tannins condensés et la formation de complexes rouges
qui s’explique par la propriété des tannins a se transformer en anthocyanidols (de couleur

rouge) par réaction avec la vanilline.

e Mode opératoire

Un volume de 200ul de chaque extrait a été ajouté a 1500ul de la solution de
vanilline/éthanol & 4% puis mélangé vigoureusement. Ensuite un volume de 750ul de I’acide
chlorhydrique concentré (HCL) a été additionné. Le mélange obtenue est laissé réagir a
température ambiante pendant 15 min a 1’obscurité. L’absorbance est mesuré a 500 nm contre
un blanc.

Différentes concentrations de catéchine en solution (comprise entre 100 et 300ug/ml)
préparées a partir d’une solution mére, permettront de tracer la courbe d’étalonnage qui
déterminera par la suite la quantité des tannins condensés. Elle sera exprimée en mg

équivalent de catéchine par gramme de matiere fraiche (mg EC/g MF) (Rachedi et al., 2018).

3.3. Dosage des flavonoides

Connus pour leur action antioxydante, les flavonoides sont des composés
polyphénoliques présents dans de nombreux végetaux, fruits et légumes. Constitués de plus de
6000 variétés, elles sont responsables de la couleur variée des différents organes végétaux
(feuilles, fleurs, fruits, tiges et pollen) (Ghedira, 2005).

Leur quantification est effectuée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AlCls)
(Saffidine, 2015), basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre ce dernier et les
atomes d’oxygene présent sur les carbones N° 4 et 5 des flavonoides (Rachedi et al., 2018).

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Zhishen et al. (1999), Kim et al.

(2003) avec quelques modifications.
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e Mode opératoire

Dans un tube a hémolyse, un mélange de 500ul d’extrait éthanoique de feuilles
fraiches de Solanum tuberosum et 2ml d’eau distillée ont été ajoutés a 150ul de nitrates de
sodium (NaNO; 5%). Apres incubation de 5 minutes & temperature ambiante, 150ul de
trichlorure d’aluminium (AICI3; a 10 %) on été additionnés et mélangé vigoureusement. Apres
6 minutes d’incubation, un autre volume de 2ml de NaOH a 4% a été ajouté au milieu. Le
volume total de la solution est complété jusqu'a 5ml par I’eau distillée, et laissée incuber
pendant 15 minutes apres une derniere agitation.

L’absorbance de la solution est lue 8510 nm et I’estimation de la concentration en
flavonoide est faite en se référant a une courbe d’étalonnage préparée avec la quercétine.

La teneur en flavonoide est exprimée en mg équivalent de quercétine par gramme de
matiére fraiche (mg EQ/g MF).

3.4. Dosage des chlorophylles

La chlorophylle est le principal pigment assimilateur des végétaux photosynthétiques.
Situé dans les chloroplastes des cellules végétales, elle intervient dans la photosynthése pour
intercepter I'énergie lumineuse, premiere étape dans la conversion de cette énergie en énergie
chimique.

Les deux principales formes de la chlorophylle sont: la chlorophylle a et la
chlorophylle b qui ne se différent entre elles que par quelques détails de structure.

Ce pigment est dosé dans [’acétone aprés une étape d’extraction / filtration
(Lichtenthaler, 2001).

e Mode opératoire

500mg de feuilles de pomme de terre sont broyées avec quelques milligrammes de
bicarbonates de potassium (KHCO3) dans de 1’acétone a 80% et ce dans un mortier-pilon.
Apres filtration, le volume obtenu est ajuster avec de 1’acétone a 80% jusqu'a un volume total
de 25ml. L extraction sur le résidu (culot) est répétée plusieurs fois jusqu’a ce que la matiére
végétale disparaisse.

La lecture de la solution de chlorophylle extraite est lue a deux longueurs d’ondes
(645nm pour la chlorophylle a et 663nm pour la chlorophylle b) contre une solution témoin
(acétone a 80%).

La détermination des teneurs en chlorophylles a et b est réalisé selon les formules
suivantes (Abraham et al., 2010) :
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Chlorophylle a (mg/l) = (12.7 X DOgg3) — (2.63 X DOg4s)
Chlorophylle b (mg/l) = (22.9 X DOgys) — (4.68 X DOgg3)
Chlorophylle totale (mg/l) = (20.2 X DOg4s) + (8.02 X DOge3)

3.5. Dosage des protéines

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont
généralement des méthodes spectrophotométriques basées sur diverses caractéristiques
spectrales ou réactionnelles des acides aminés constituant les protéines.

Le choix de la méthode de dosage dépend des besoins et des caractéristiques
recherchées : fiabilité, sensibilité, rapidité, taille des échantillons, possibilité de récupérer
I'échantillon aprés dosage, présence de substances interférentes dans I'échantillon, etc.
(Stevens, 1992).

Ici, la méthode choisie pour le dosage des protéines est celle de Bradford et al (1976),
basée sur I'adsorption du colorant bleu de Coomassie G250. En milieu méthanoique acide, ce
colorant s'adsorbe sur les protéines et cette complexation provoque un transfert de son pic
d'adsorption qui passe du rouge au bleu. Cette adsorption se fait principalement par des liens
ioniques avec des acides aminés basiques (Arg, His, et Lys) et des interactions hydrophobes

(acides aminés hydrophobes).
e Mode opératoire

Un volume de 100 pl de chaque type d’extrait aqueux de feuilles de pomme de terre,
sont ajoutés a 3ml de réactif de coomassie. Le mélange est homogénéisé pendant 30 secondes
et laissé réagir a une température ambiante pendant 10 min a 1’obscurité. L’absorbance est
mesurée a 595nm contre un blanc (éthanol 60%).

Une gamme d’étalonnage est réalisée avec des concentrations croissantes (de 0,5 a
10mg/ml) de BSA (sérum bovine albumine) comme protéine de référence. Elle est exprimée
en milligramme (mg) équivalent de BSA par milligramme (mg) du poids frais de la feuille de
pomme de terre (mg EBSA/mg d’extrait) (Talbi et al., 2014).

4. Analyse statistique

Les résultats relatifs aux parameétres biochimiques étudiés ont été subis une analyse de
variance (méthode ANOVA). La comparaison des moyennes est réalise par le test Tukey pour
détecter des différences significatives entre les traitements (valeurs a p <0,05). Les mesures

ont été effectuées en triplicata.
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Résultats et discussion

1. Résultats et discussion

1.1. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats de la teneur en composés phénoliques des trois échantillons de feuilles de
pomme de terre prélevés des différentes parcelles (bio sans traitement, traitée par une dose
agronomique et parcelle traitée par double dose de pesticide) présentés dans la figure 7,
montrent que le traitement pesticide a double dose a un effet hautement significatif sur

I’augmentation des polyphénols synthétisés par les feuilles de pomme de terre.

300 -

* ¥

250 -

200 -

150 -

100 -

Taux des polyphénols (%)

Témoin  Dose Agronomique (DA) 2x DA

Figure 8. Effet des pesticides sur la teneur en polyphénols des extraits de feuilles de pomme
de terre.

L’augmentation de la concentration des polyphénols dans les feuilles de pomme de
terre en fonction de la concentration des pesticides est en concordance avec les résultats
apportés par (Zarzecka et al., 2019), qui ont montré I’influence des herbicides et les
biostimulants sur ’augmentation de la concentration des feuilles et des tubercules de pomme

de terre en polyphénols par rapport aux feuilles et tubercules témoins.

La variabilité de la teneur en polyphénols est aussi dépendante de plusieurs facteurs, a
savoir : la variété cultivée (cultivar), le degré de maturation (Boudhrioua et al., 2008), les
conditions climatiques et geographiques (Mylonaki et al., 2008), 1’état physiologique et 1’age
de la plante (Deleonardis et al., 2008).
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1.2. Dosage des tannins

Les tannins en tant que composés secondaires, remplissent plusieurs fonctions
endogénes et exogenes chez les plantes supérieures (croissance et développement des plantes,
interactions intra-spécifiques et inter-spécifiques...). Leur présence suggere la capacité de la
plante a jouer un réle majeur en tant qu’agent antimicrobien et antioxydant.

Les résultats de dosage des tannins (Figure 9) sur des extraits de feuilles de pomme de
terre non traitées et traitées avec des pesticides montrent que le traitement affecte
considérablement la teneur des feuilles en ce dernier. En effet, des quantités de tannins
relativement plus faibles ont été détectées dans des échantillons traités aux pesticides
(parcelles traitées par dose agronomique et a double dose) par rapport a 1’échantillon témoin
(non traité).

Une diminution significative de la concentration en tannins de ’ordre de 30 % a été
enregistrée dans I’échantillon traité avec une concentration double dose par rapport a

I’échantillon traité par une dose agronomique.
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Figure 9. Effet des pesticides sur la teneur des tannins des extraits de feuilles de pomme de
terre.

Les résultats trouvés confirment ceux obtenus par Lydon and Duke (1988). Ces
derniers ont pu démontrer 1’incidence de plusieurs herbicides sur la réduction de la synthése
des composés secondaires par des mécanismes non spécifiques.

Ces données, ainsi que d’autres, suggerent que les effets sub-létaux des pesticides sur
les plantes cibles et non cibles peuvent affecter de maniére significative les écosystémes

33



Résultats et discussion

agricoles en modifiant la synthese de composés importants pour les interconnexions intra et

interspécifiques (Lydon and Duke, 1988).

1.3. Dosage des flavonoides

L’analyse des résultats du dosage des flavonoides contenus dans les feuilles de pomme
de terre révele son accroissement avec la quantité des pesticides utilisés (Figure 10). Les
concentrations détectées varient proportionnellement avec la concentration des pesticides.

En effet, une concentration de flavonoides équivalente a 0.220 mg/l a été détectée dans
les feuilles de pomme de terre cultiveée dans un sol exempté de pesticides comparé a des sols
traités par des concentrations agronomiques et des concentrations double dose, ou la teneur

enregistrée est de I’ordre de 0.397mg/1 et 0.573mg/l respectivement.
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Témoin Dose Agrnomique (DA) 2x DA

Figure 10. Effet des pesticides sur la teneur des extraits de feuilles de pomme de terre en
flavonoides.

Les résultats du dosage des flavonoides corroborent avec ceux trouvés par Daniel et al
(1999). D’aprés leurs travaux de recherche, 1’augmentation de la synthése des flavonoides
peut étre induite par des stimuli externes tels que les rayons UV et les infections
microbiennes.

En réponse a un traitement pesticide, les chercheurs ont constaté un effet plus
prononcé sur la synthése des flavonoides que les infections microbiennes (Daniel et al.,
1999).
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1.4. Dosage des chlorophylles

Les figures 11, 12 et 13, présentent les variations du taux des chlorophylles (a, b et
total) pour les différents lots expérimentaux procurés a partir des différentes parcelles bio,
agronomique et double dose.

Les extraits de feuilles de Solanum tuberosum montrent une diminution des teneurs

des chlorophylles pour tous les lots par rapport au groupe témoin.
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Figure 11. Variation de la teneur en chlorophylle a dans les extraits de feuilles de pomme de
terre.
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Figure 12. Variation de la teneur en chlorophylle b dans les extraits de feuilles de pomme de
terre.
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Les résultats de dosage de la chlorophylle totale (a + b) qui suivent la méme tendance

de diminution aprés exposition aux pesticides et qui sont toujours en retrait par rapport au
témoin, ont dévoilés une dégradation plus prononcé du pigment (faible production de

chlorophylle) a une concentration double dose par rapport au lot agronomique (Figure. 13).
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Figure 13. Variation de la teneur en chlorophylle totale dans les extraits de feuilles de pomme
de terre.

De ces résultats de mesure de la teneur en chlorophylles (a, b et total) des différents
extraits de feuilles de pomme de terre non traités et traités par des pesticides, on pourrait dire
que les différents traitements subis par la plante ont réduit, voir perturbé son contenu en ce
pigment.

Cette réduction qui peut étre due a plusieurs mécanismes est associée soit, a
I’inhibition de la photosynthese par blocage de la chaine de transport des électrons ou a la
dégradation de 1’enveloppe thylakoidienne des chloroplastes (Parween et al., 2016).

Plusieurs études réalisées dans ce sens, ont pu mettre en évidence 1’effet des pesticides
(fongicides, herbicides ....) a des doses variées sur la biosynthése de la chlorophylle. Les
résultats observés étaient soit des perturbations dans sa production a des doses plus faibles ou

un arrét total de sa biosynthése pour des doses plus élevées (Berard and Pelte, 1999).

36



Résultats et discussion /

1.5. Dosage des protéines

La figure 14 illustre I’évolution de la quantité totale des protéines apres 1’application
de différentes concentrations de pesticides sur la plante Solanum tuberosum.

Il a été observé a travers les résultats obtenus, une nette augmentation du taux de
protéines apres application du pesticide (dose agronomique) par rapport aux groupes : témoin
et double dose respectivement. L’augmentation de la dose de pesticides entraine par contre

une nette diminution de la teneur en protéine.
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Figurel4. Effet des pesticides sur la teneur des extraits de feuilles de pomme de terre en
protéines.

En comparaison avec les résultats d’autres travaux de recherche, il a été démontré que
les doses croissantes de pesticides entrainent une diminution de la quantité de protéines dus a
leur dégradation, mais également une augmentation des activités enzymatiques comme
moyens de défense lorsque les pesticides sont utilisés de maniére excessive et de maniere non
recommandée (Gok and Clineyt, 2016).
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Conclusion

La pomme de terre est 1’un des produits agricoles les plus consommés dans le monde.
La forte hausse de sa production suite a la haute demande du consommateur a entrainer un
besoin croissant de protéger ses cultures a travers des applications plus importantes de
pesticides sans se soucier des risques potentiels pour la santé du consommateur.

C’est dans le contexte de cette problématique que nous nous sommes projeté dans
cette étude a essayer d’évaluer ce risque a travers les quelques tests biochimiques effectuées
dans ce sens sur des échantillons de feuilles de pommes de terre d’une variété connue, traités
et non traités par des pesticides.

L’objectif de ce travail a été en grande partie atteint a travers les résultats obtenus,
bien que certains autres paramétres prévus dans cette étude n’aient pas pu étre réalisées.

En effet, les résultats des différents paramétres biochimiques étudiés ont révélé :

- Une proportionnalité entre la teneur des feuilles de pommes de terre en
polyphénols et la concentration des pesticides utilisés. Le méme résultat a eté
constaté lors du dosage des flavonoides (la richesse des feuilles en flavonoides et
en rapport avec I’augmentation de la dose des pesticides) ;

- Une diminution de la concentration des feuilles en tannins et en pigments
chlorophylliens avec 1’augmentation de la concentration des pesticides ;

- Et qu’a des doses ¢élevées de ces produits chimiques, les protéines subissent eux

aussi une diminution dues a leur dégradation.

Toutes ces variations de teneurs qui corroborent avec les résultats de plusieurs travaux
de recherches, concluent I’impact perturbateur (néfaste et réel) de ces produits dans 1’aliment
lui-méme ou chez le consommateur également exposé a ces produits. De |3, il apparait
clairement qu’il est devenu nécessaire de surveiller 1’application des pesticides dans les
champs de culture afin de balayer tout risque de contamination qui peut nuire a la santé
humaine.

Pour les visions futures, ce travail doit certes étre complété et poursuivi par d’autres
études visant d’autres paramétres en relations avec la présence de ces résidus sur nos terres,
mais le plus recommandable et le plus important dans tout ca c’est que des enquétes et des
études plus détaillées soient ¢laborées avec 1’aide d’experts d’organisations et de recherche,
afin de constituer une base de données pouvant étre utile dans leur application au niveau de

nos champs de cultures.
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Résumé

L’objectif du présent travail consiste a évaluer I'effet des résidus de pesticides et le devenir de leur accumulation sur la partie
aérienne (feuilles) des cultures de pomme de terre de type Sylvana.

Les parcelles expérimentales de pomme de terre choisies pour le test ont été traitées par trois types de produits phytosanitaires
(un herbicide, un acaricide et un fongicide). Les doses respectives appliqués sur les plantes cultivées nous ont permis de
travailler sur 3 types de parcelles : une parcelle bio, une parcelle agronomique et une derniere parcelle double dose.

Notre travail basé sur I’étude de quelques parametres biochimiques relatifs a la plante et I'impact de I'usage de ces pesticides
sur eux, ont révélés une variation des différents parameétres choisis pour I'étude. Les résultats obtenus ont montré un
accroissement de la teneur en polyphénols et en flavonoides, une diminution du taux de protéines et de tannins et une
perturbation dans la synthése des pigments chlorophylliens toute en augmentant la concentration de pesticides.

Exposés aux risques de contamination par ces produits, il est nécessaire de rationaliser I'utilisation des pesticides en veillant au
respect des régles concernant les bonnes pratiques agricoles et en limitant leur emploi aux cas ou le seuil de nuisibilité risque

d’étre atteint.

Mots clés : Pesticides, Pomme de terre, Polyphénols, Flavonoides, Tannins, Protéines, Chlorophylle.

Summary

The objective of the current work is to evaluate the effect of pesticide residues and to become their accumulation on the aerial
part (crops) of the Sylvana potato.

The experimental potato plots selected for the test were treated with three types of plant protection products (herbicide,
acaricide and fungicide). The respective doses applied to the cultivated plants allow us to work on 3 types of plots: an organic
plot, an agronomic plot and a last plot.

Our work based on the study of some biochemical parameters related to the plant and the impact of the use of these pesticides
on them, revealed a variation of the different parameters chosen for the study. The results obtained showed an increase in the
content of polyphenols and flavonoids, a decrease in the protein and tannins content and a disruption in the synthesis of
chlorophyll pigments while increasing the concentration of pesticides.

Exposed to the risk of contamination by these products, it is necessary to rationalize the use of pesticides by ensuring
compliance with the rules concerning good agricultural practices and by limiting their use to cases where the threshold of harm

is likely to be reached.

Key words : Pesticides, Potato, Polyphenols, Flavonoids, Tannins, Proteins, Chlorophyll.



