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Résumé

Ce travail a pour objectif d’améliorer la connaissance des mécanismes physiologiques de la
tolérance au stress hydrique de deux légumineuses arbustives Acacia arabica (Lam.) Willd.
ssp. Adansonii et Parkinsonia aculeata L. La capacité a faire face au manque d’eau de ces
deux espéces (réputées tolérantes a I’age adulte) a un stade jeune plantule qui est mal connue
fait I’objet de cette étude. Des jeunes plants des deux especes agés de six semaines sont
soumis a un stress hydrique par un arrét d’arrosage durant 32 jours pour A. arabica (Lam.)
Willd. spp. Adansonii et 22 jours pour P. aculeata L. Trois degrés de stress ont été défini
selon les variations de la TRE (stress faible, stress modéré et stress sévere).

Selon les paramétres étudiés, A. arabica (Lam) Willd. ssp. Adansonii et P. aculeata L.
adoptent deux stratégies différentes face au déficit hydrique. Les plants d’A. arabica (Lam.)
Willd. ssp. Adansonii évitent le desséchement en fermant rapidement leurs stomates au
détriment de la photosynthése, alors que les plants de P. aculeata L. maintiennent leurs
stomates plus longtemps ouverts, ce qui leur confére une activité photosynthétique plus
soutenue a un faible potentiel hydrique. La croissance pondérale des parties aériennes et
racinaires de P. aculeata L. est affectée de la méme maniere, alors que les plants d’A. arabica
(Lam.) Willd. ssp. Adansonii augmente leur systeme racinaire au détriment de leur systeme
aérien pour un meilleur approvisionnement en eau. La phase claire de la photosynthése
estimée par les parameétres de fluorescence chlorophyllienne ne semble pas affectée par le
stress hydrique chez les deux espéces.

Le stress hydrique génere un stress oxydatif évalué par la mesure du MDA. Afin de prévenir
la photoinhibition lors de la déshydratation, les plants d’A. arabica (Lam.) Willd. ssp.
Adansonii et P. aculeata L. développent des systemes photoprotecteurs en réponse au stress
hydrique appliqué. Il consiste a une forte augmentation de la dissipation thermique de
I’énergie d’excitation du PSII mesurée par le facteur NPQ et une augmentation du rapport
ETR/A indicateur de I’orientation des électrons vers un puits autre que la photosynthese
notamment la photorespiration, ce dernier protége I’appareil photosynthétique contre les
dommages oxydatifs.

Nos résultats suggerent que les deux espéces étudiées ont une grande capacité d’ajustement
osmotique par accumulation de la proline, des polyamines et des anthocyanes, en particulier
sous un stress sévere. Cependant les sucres solubles ne semblent pas étre impliqués dans
I’ajustement osmotique chez les plants d’A. arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii mais leur
accumulation chez les plants stressés de P. aculeata L. pourrait étre considérée comme une
conséquence de I’inhibition de la croissance plutdt qu’une tentative d’ajustement osmotique.

En plus de ces réponses, le stress hydrique a pu déclencher une accumulation des
polyphénols, flavonoides et anthocyanes dans les feuilles des deux espéces étudiees ; ces
différents composés phénoliques sont impliqués dans la gestion du stress oxydatif éliminant
ainsi les especes réactives d’oxygene (ROS).

Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et Parkinsonia aculeata L. semblent étre des
especes performantes vis-a-vis du stress hydrique au stade jeune plantule et peuvent étre
intégrées dans les programmes de revegétation et dans les stratégies de lutte contre la
désertification.

Mots clés : Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii, Parkinsonia aculeata L., stress hydrique, statut
hydrique, photosynthése, ajustement osmotique, composés phénoliques.
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Introduction

La sécheresse est une contrainte importante de I’environnement, qui limite non seulement le
rendement et la production agricole (De Boecket et Verbeek, 2011), mais a également un impact
majeur sur la stabilité des écosystémes, en compromettant la biodiversité et en accélérant le
processus de la désertification (Jury et de Vaux, 2005), particulierement dans les zones arides et
semi-arides (Albert et al., 2011).

L’extension des zones désertiques est un phénomene présentant une évolution dynamique
inquiétante ; I’utilisation de certaines espéces ligneuses des régions désertiques dans le
programme de reforestation peut jouer un role fondamental, visant a réduire I’impact de la
désertification, I’extension des zones marginales et les processus d’érosion des sols.
L’identification de génotypes prometteurs peut contribuer, de facon déterminante, a améliorer la
pertinence d’une démarche visant a utiliser cet outil écologique dans le cadre d’une politique
intégrée de préservation des ressources.

Une grande partie de la frange méridionale du Maghreb est soumise aux climats arides et semi-
arides, caractérisés par des périodes séches estivales plus ou moins longues selon le degré
d’aridité (Le Houerou, 1984 ; Djellouli, 1990). Les précipitations dans ces régions sont faibles,
rares et irréguliéres ce qui conduit a de fortes variations interannuelles et saisonnieres. Dans ces
régions, les plantes sont soumises a une forte évapotranspiration et a une faible disponibilité en
eau du sol. Dans ces conditions, le bilan hydrique des plantes peut se dégrader rapidement,
provoquant des situations de stress hydrique.

Le stress hydrique affecte le plus souvent les mécanismes végétaux a différents niveaux du
métabolisme et les réactions adaptatives sont souvent multiples. Les réponses physiologiques a la
sécheresse sont trés complexes et la résistance au déficit hydrique implique de nombreux
mécanismes dont une limitation des pertes en eau par fermeture des stomates (Schulze et Hall,
1982), le maintien de I’approvisionnement en eau par augmentation du systeme racinaire et
I’ajustement osmotique (Bajji et al., 2004 ; Martinez et al., 2004 ; Cattivelli et al., 2008; Chaves
et al., 2010). Les solutés compatibles (tels que la proline, les sucres solubles, les polyamines ...)
s'accumulent a des concentrations élevées en réponse a un stress hydrique conduisant a une
diminution du potentiel hydrique des tissus (Martinez et al., 2004 ; Sperdouli et Moustakas,
2012). En outre, ces osmolytes interviennent également dans la protection et la stabilisation des
macromolécules et des membranes biologiques des dommages induits par des conditions de
stress et ainsi dans le piégeage des radicaux libres (Bohnert et Jensen, 1996 ; Verbruggen et
Hermans, 2008 ; Szabados et Savouré, 2010).

L’activité photosynthétique avec la croissance cellulaire sont parmi les processus primaires
touchés par la secheresse (Chaves, 1991). La sécheresse entraine une diminution progressive de
la capaciteé photosynthétique qui peut étre liée a des causes stomatiques ou non-stomatiques, en
fonction de I’espece végétale et de la cinétique d’application de stress (Cornic, 2000 ; Lawlor,
2002 ; Kim et van lersel, 2011). En effet, le contrGle de la fermeture des stomates est
fondamental pour éviter la déshydratation des feuilles, en tenant compte des réserves en eau
réduite des feuilles par rapport a la vitesse de transpiration. Les pigments photosynthétiques
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jouent également un réle important dans I’adaptation et la survie des plantes dans des conditions
de sécheresse, car ils contrélent I’absorption d’énergie par le biais des chlorophylles et dissipent
I’énergie en exces par les caroténoides.

Les photosystéemes sont considéres comme des cibles du stress hydrique ; leur endommagement
conduit a I’inhibition de la photosynthese et a I’induction d’un stress oxydatif secondaire. Ce
dernier engendre la synthése des especes réactives de I’oxygene (ROS), provoquant ainsi une
peroxydation des lipides et une altération des membranes (Faria et al., 1996 ; Ben Hassine et al.,
2008; Maatallah et al., 2010).

Les composés phénoliques sont parmi les produits du métabolisme secondaire qui ont une large
distribution dans le régne végétal ; plusieurs d’entre eux semblent étre impliqués dans la
résistance aux différents stress (Chalker-Scott, 1999 ; Winkel-Shirley, 2002 ; Parida et al., 2004).
Ces composés, y compris les phénols simples (acides phénoliques et dérivés) et les polyphénols
(flavonoides et composeés polymeres) jouent un rdle important dans la détoxification des
radicaux libres formés sous I’effet du stress (Tattini et al., 2004; Moore et al., 2005; Ksouri et al.,
2007; Chaieb et al., 2011).

La plupart des especes cultivées sont sensibles a ces contraintes hydriques. La sélection, au sein
de ces espéeces, de génotype présentant une résistance accrue se heurte a la complexité des
nombreux mécanismes physiologiques, dont le fonctionnement est compromis par le stress et
I’identification de critéres de sélection permettant de garantir I’obtention d’un matériel résistant
est délicate.

Pour améliorer notre compréhension des stratégies de résistance au stress hydrique chez les
plantes, une possibilité est de centrer notre attention sur des especes qui, du fait de la sélection
naturelle, se sont acclimatées a des niches écologiques ou regnent ces contraintes hydriques. Ces
especes rustiques, deviennent alors des modeles de choix permettant d’infirmer ou de confirmer
des hypothéses explicatives se rapportant a I’implication de telle ou telle voie métabolique dans
des stratégies de résistance au stress.

La végétation ligneuse joue un rble fondamental dans la structure et le fonctionnement des
écosystemes arides et semi-arides. Deux espéces ligneuses des régions désertiques a croissance
rapide, appartenant a la famille des Legumineuses ont fait I’objet de cette étude.

La premiere espéce appartient a la sous-famille des Mimosoideae, Acacia arabica (Lam.) Willd.
ssp. Adansonii, est un arbre endémique du Sahara central et du sahel. Il a une distribution
irreguliere, mais présente un potentiel agro-forestier dans les régions semi-arides de I’Afrique.
Cette espéce a un réle déterminant dans I’équilibre écologique qui consiste au maintien et a la
restauration de la fertilité des sols, notamment par leur capacité a fixer I’azote moléculaire. La
répartition des populations d’Acacia arabica (Lam.) Willd. est quelque peu influencée par les
précipitations. Toutefois des pluies occasionnelles peuvent déclencher une régénération soudaine
de cette espéce. En Algérie, dans le désert du Hoggar, A. arabica (Lam.) Willd. pousse dans un
environnement ou les précipitations sont rares et faibles.

La deuxieme espéce étudiée appartient a la sous-famille des Caesalpinioideae. Parkinsonia
aculeata L. est un arbuste originaire d’Ameérique neotropicale qui a été introduite comme plante
ornementale dans plusieurs parties du monde (Van Klinken et al., 2009). En raison de sa
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plasticité physiologique élevée lui permettant de s’adapter efficacement a un large éventail de
conditions environnementales, elle a été considérée comme une mauvaise herbe envahissante
dans certaines régions du monde (Van Klinken, 2006).

.....

I’age adulte ; toutefois leur capacité a faire face au manque d’eau au stade jeune plant n’est pas
encore étudiée, bien que cette étape soit particulierement sensible a la sécheresse dans des
conditions naturelles (Boureima et al., 2012).

Ce présent travail a été réalisé sur des jeunes plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de
Parkinsonia aculeata L. cultivés dans une serre contrdlée et soumis a un déficit hydrique
progressif provoqué par un arrét d’arrosage, dans le but d’étudier les réponses et d’identifier
ainsi les processus physiologiques de tolérance a la sécheresse.

Le premier objectif de notre travail est de déterminer les réponses physiologiques d’une espéce
endémique, Acacia arabica (Lam.) Willd. et d’une espece introduite, Parkinsonia aculeata L.
cultivées dans une serre controlée et soumises a une contrainte hydrique par arrét d’arrosage
pendant 22 jours pour P. aculeata et 32 jours pour A. arabica, a partir de I’étude du statut
hydrique, la croissance et la capacité photosynthétique des plants jeunes.

Le deuxiéme objectif de notre travail consiste a déterminer les caractéristiques adaptatives des
deux especes étudiées, tel que le mécanisme de I’ajustement osmotique par la synthése de solutés
compatibles a faible poids moléculaire tels que la proline, les sucres solubles et les polyamines.

Le stress hydrique engendrant un stress oxydatif, le troisiéme objectif consiste donc a évaluer le
stress oxydatif par la mesure de la teneur en MDA et par la quantification des composés
phénoliques induits par le stress (polyphénols totaux, flavonoides totaux et anthocyanes).
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I1.1. Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L.

Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. sont deux especes ligneuses a
croissance rapide, appartenant a la famille des Fabaceae (Léguminosae), tres répandues dans les
régions chaudes. La premiére espece est native des regions du Sahel en Afrique et la seconde
indigéne des Amériques ; cette derniére a été introduite dans plusieurs régions du monde.

11.1.1. Taxonomie et nomenclature

Selon la classification APG3 (2009), Acacia arabica (Lam.) Willd et Parkinsonia aculeata L.
appartiennent a la division des Magnoliophyta, la classe des Magnoliopsida, la sous classe des
Rosidae, I’ordre des Fabales et la famille des Fabaceae.

Sous-famille Mimosoideae Caesalpinioideae

Tribu Acacieae Caesalpinieae

Genre Acacia Parkinsonia

Espece Acacia arabica (Lam.) Willd. Parkinsonia aculeata L.
Sous-espéce A. arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii /

Nom vernaculaire Gommier rouge, Gonakier Epine de Jérusalem

Acacia est un vaste genre pantropical, qui comprend plus de 1300 especes dont la plupart
se trouve en Australie (plus de 900), plus de 200 en Amérique, et environ 130 en Afrique. Les
acacias sont des arbustes et des arbres dominants dans les brousses et savane (Ross, 1981 ;
Maslin, 2001). Les Acacias, au nombre de 6 especes (A. arabica (Lam.) Willd., Acacia tortilis
(Forssk.) Hayne subsp. raddiana (Savi) Brenan, A. ehrenbergiana Hayne, A. seyal (Lovett), A.
albida (Del.) et A. laeta R. Br. ex Benth.), retrouvés dans le Hoggar constituent ce que Maire
(1940) nomme «Savane désertique a épineux». Ces arbres jouent un role social et économique de
premiere importance pour les populations des régions désertiques (Grovel, 1993) et fournissent
des ressources pour une grande diversité de mammiferes, d'oiseaux et d'invertébrés (Bond et
Loffell, 2001).

Acacia arabica (Lam.) Willd. ou encore Acacia nilotica (L.) Willd. ex Delile fait partie des
quelques 130 espéces africaines d’acacia, il est généralement acceptée comme une seule espéce,
extrémement variable divisée en 9 sous-especes, dont 3 sont originaire du sous-continent Indien
et 6 réparties dans toute I’Afrique (Brenan, 1983). Les sous espéces se distinguent par la forme,
la taille et le degré de pubescence des gousses et des rameaux et par la forme de I’arbre. En
Afrique tropicale, les 7 sous especes rencontrées sont présentées dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Description des sous-espéces d’Acacia arabica (Lam.) Willd. présentes en Afrique

tropicale.

Localisation

Sous-espéce d’A. arabica |

Subsp. adstringens
(Schumach. & Thonn.)
Roberty  (synonyme

Acacia adansonii Guill. &
Perr.)

Description

Elle est formée de jeunes
rameaux densement tomenteux
avec des gousses de 13-21 mm
de large dont les bords sont
distinctement et irrégulierement
crénelés. Ces gousses ne forment
pas de collier, et leur surface est
densément tomenteuse.

Elle est présente dans la partie
nord de [I’Afrique tropicale
depuis le Sénégal et la Gambie
jusqu’a la Somalie, ainsi qu’en
Algérie et en Lybie. Elle est
également retrouvée en Asie
occidentale jusqu’en Inde (Ali,
1973).

Brenan :

Elle est semblable a la subsp.
adstringens mais les gousses
sont a bords legérement
crénelés, pubescentes sur toute
la surface. La partie en relief sur
les graines devient glabre et d’un
noir brillant lorsqu’elles sont
séches.

Cette sous-espece prédomine en
Afrique australe et en Tanzanie

subsp. subalata (Vatke)
Brenan  (synonyme
Acacia subalata Vatke)

Elle est semblable a la subsp.
adstringens mais les gousses
sont a bords droits ou
legerement crénelés.

Elle se rencontre en Afrique
orientale et au Soudan (Ross,
1979), elle a également été
signalé au Pakistan (Al et
Farugi, 1969), en Inde (Ali et
Quiaiser ; 1980) et au Sri Lanka.

Les jeunes rameaux sont glabres

a légérement poilus. Les
gousses, légerement glabres,
sont en forme de collier,

étroitement et régulierement
comprimeées entre les graines.

Elle se trouve au Nigéria et au
Cameroun vers I’ouest en
passant par toute I’Afrique
septentrionale tropicale. Elle est
cultivée en Tanzanie, au
Zanzibar et en Iraqg.

subsp. indica (Benth.)
Brenan:
b{m—/\gi

Cette sous espece est semblable
a la subsp. nilotica mais les
gousses sont a poils blancs et
denses.

elle est indigene du Yémen,
d’Oman, du Pakistan et de
I’Inde (Ali, 1973). En Afrique,
elle a été naturalisée en
Ethiopie, Somalie, Tanzanie et
Angola; Elle a été cultivée en
Iran et au Vietnam, et
naturalisée en Australie.
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subsp. tomentosa (Benth.)
Brenan :

O e

Elle est semblable a la subsp.
indica mais les jeunes rameaux
sont recouverts de poils blancs et
denses.

Elle est limitée a I’Afrique,
depuis la Mauritanie et le
Sénégal jusqu’au Soudan, a
I’Ethiopie (EI Amin, 1973).

subsp. leiocarpa Brenan :

Les jeunes rameaux sont glabres
a légérement poilus ; les gousses
ne forment pas de collier ; elles

Cette sous espece est limitée a
la cOte de I’Afrique orientale,
depuis  I’Ethiopie  jusqu’au
Mozambique.

CEBCTLEETTE0- sont étroites (de 10-13 mm de
large), et les bords sont droits ou
legerement crénelés, presque
glabres.

Acacia arabica (Lam.) Willd. est considéré comme un des arbres les plus hauts du Sahara
central; sa croissance rapide et sa capacité a résister aux conditions extrémes de xéricité fait de
lui un arbre recommandé pour les projets de reboisement et de lutte contre la désertification.

Le genre Parkinsonia comprend actuellement 29 especes indigenes en Amérique et en Afrique.
Parkinsonia aculeata L. est une espece sauvage facilement reconnue par ses fleurs de couleurs
attrayantes ; elle est trés utilisée comme arbre d’ornement. Dédié a John Parkinson, apothicaire
et botaniste anglais (1567-1650), cet arbre est réputé étre a croissance rapide et de faible
longevité. 1l est illustré et décrit dans Nova Plantarum Americanarum Genera de Plumier (1703).
La citation originale de Linné était dans Hortus Cliffortianus (1737). Parkinsonia aculeata L. a
été introduit dans les zones arides comme une source alternative de bois. 1l peut également étre
trouvé dans d'autres parties du monde comme arbre d'ornement. En Australie, il est considéré
comme une espéece envahissante colonisant les zones humides.

11.1.2. Description botanique

Acacia arabica (Lam.) Willd.

Parkinsonia aculeata L.

Présentation de I’arbre

C’est un arbre épineux a tronc unique,
sempervirent a caducifolié, de 2,5 a 15 m de
haut dans les terrains secs mais peut atteindre
25 m de haut dans les terres humides (Fig. 1a).

L’appareil végétatif est caractérisé par un
tronc droit et cylindrique atteignant 100 cm de
@ entourée d’une écorce épaisse grise a noir
brunatre, fissurée longitudinalement (Fig. 1b).
L’entaille de cette écorce libére une gomme
rougeédtre (d’ou le nom de Gommier rouge).
Les jeunes tiges sont lisses et glabres, de
couleur gris-brun. La cime d’A. arabica peut
étre verticale et aplatie ou arrondie et étendue.

C’est un arbuste ou un petit arbre épineux a
feuilles caduques (Fig.) de 4 a 10 m de haut.
(Fig. 2a).

L’ appareil végétatif est caractérisé par un tronc
court et souvent tortueux atteignant jusqu’a 40
cm de @ (Fig. 2b) ; Il peut étre a tiges multiples,
souvent ramifiées prés du sol avec une couronne
tres ouverte de branches étalées et tres minces.
L’arbre est a feuillage tombant, vert tout le long
de I’année. L’écorce de P. aculeata est lisse, de
couleur verte (il devient brun-gris avec I’age).
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Les rameaux sont munis de deux épines
stipulaires de 1-5 cm de long, droites mais
géneralement dirigées de facon caractéristique
vers le bas.

Les branches et rameaux sont souvent de la
méme couleur; les rameaux sont fins
pendulaires et Iégerement en forme de zigzag et
glabre lorsqu’ils sont jeunes. Il est muni d’une
paire de stipules au niveau du nceud.

Les racines

Le systeme racinaire est profond et étendu
dans les endroits secs ; la racine pivotante se
développe d’abord, suivie par les racines
latérales qui deviennent trés compactes et
massives avec I’age. Dans les endroits inondés
en revanche, le systeme racinaire est largement
latéral.

Le systeme racinaire est profond. La racine
principale pivotante, porte de menues racines
secondaires et latérales.

Les feuilles

Les feuilles sont alternes, composées
bipennées, avec 2-14 paires de pennes. Le
pétiole est de 0,5-2,5 cm de long ; le rachis est
de 1-10 cm de long avec une glande adaxiale
(parfois 2). Les pinnules de 7-36 paires par
penne, sont elliptiques ou étroitement
oblongues, de 1,5-7 mm x 0,5-2 mm, arrondies
et obliques a la base; Elles sont un peu
glauques, et trés fines, a apex obtus, glabres a
pubescentes (Fig. 1c).

Les feuilles sont alternes composées, bipennées.
Le pétiole et le rachis primaire sont réduits, 10-
30 mm de long. Chaque feuille bipennée se
divise en 1 a 3 paires de penne de 20-40 cm de
long dont le rachis primaire se termine par une
épine de 1-2 cm de long. Le rachis secondaire est
vert, aplatie et contient de 20-60 paires de petites
pinnules, fines, nettement disperseées et
oblongues, de 2-10 mm x 1-4 mm, tombant
rapidement en laissant le rachis nu (Fig. 2c).

Les

fleurs

L’inflorescence est un capitule globuleux
formé de 1-6 capitules aux aisselles des
feuilles, avec une paire de petites bractées
dans la partie basse du pédoncule ; Le capitule
compte environ 50 fleurs.

Les fleurs bisexuées ou males se trouvent sur
la méme inflorescence, de couleur jaune vif ou
jaune d’or, parfumees (Fig. 1c). Les lobes du
calice de 1-2 mm de long et les lobes de la
corolle de 2,5-3,5 mm de long sont glabres ou
pubescents. Les étamines sont nombreuses,
libres, glanduleuses, atteignant 6 mm de long.
L’ovaire est supere formé d’un seul loculaire,
surmonté d’un style long et mince.

L’inflorescence est en grappe de 4-20 cm de long
a la base des feuilles non ramifiées.

Les fleurs sont portées sur plusieurs longues
tiges minces; elles sont irrégulieres et
légerement en forme de pois, odorantes,
voyantes, de couleur jaune d’or de 2 cm ou plus
de diamétre (Fig. 2c). Le calice est tubulaire et
court a 5 lobes jaune-brun étroites. La corolle est
formée de 5 pétales de 10-13 mm de long, jaune
teinté d’orange et pubescent a la base, le pétale
supérieur est légerement plus grand et tacheté de
rouge. La fleur est composée de 10 étamines
vertes & antheres bruns d’environ 6 mm de long,
Le pistil est teinté de rouge, pubescent, I’ovaire
est supere formé d’un seul loculaire surmonté
d’un style mince.
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Les fruits

Les fruits sont des gousses trés variables selon
les sous-especes; elles sont indéhiscentes,
oblongues a linéaires, droites ou courbées,
glabres ou veloutées, de 4-22 cm x 0,9-2,2 cm,
de couleur brun-foncé a gris. Les bords de la
gousse sont festonnés. La gousse est formee
d’une succession d’articles renflés, 1égérement
étranglés. La position de chaque graine est
clairement marquée par une protubérance sur
les valves des gousses (Fig. 1d).

Les graines sont au nombre de 6 a 17 par
gousse, de 6-9 mm de long et 5-8 mm de large,
de couleur brun foncé a noir brunatre, elles
sont elliptiques a subcirculaires, et présentent
des aréoles de 5-7 x 4-7 mm

Les fruits sont des gousses indéhiscentes,
lineaires, allongées aux extrémités pointues,
gonflées autour de chacune de graines
pouvant mesurer de 5 a 15 cm de long et de
5 a 10 mm de large. Elles prennent une
couleur marron clair ou jaune paille a
maturité (Fig. 2d).

Les gousses contiennent généralement de 1
a 8 graines, vert olive a brunatre ou marbré,
parfois tachetées, dures, oblongues (de 0,9
cm de long) et de texture lisse.

Figure 1. Illustration de I’aspect général d’Acacia arabica (Lam.) Willd. & I’Oued Amezedjine
de la région de Tamanrasset. (A) arbre, (B) tronc, (C) inflorescence et feuilles, (D) gousses et

feuilles. (Photographies personnelles).
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Figure 2. lllustration de I’aspect général de Parkinsonia aculeata L. (A) arbre, (B) tronc, (C)
inflorescence, fleurs et feuilles, (D) gousses. A : photographie personnelle; B : http://verd-
urba.diba.cat/planta/parkinsonia ; C et D : (http://www.wildflower.org/gallery/result.php?
id_image=14849, le 12 mai 2014).

11.1.3. Origine et répartition géographique

Acacia arabica (Lam.) Willd. est naturellement trés répandu dans les zones séches d’Afrique, en
Asie occidentale et plus a I’est jusqu’a I’Inde et le Bengladesh. En Afrique, on le trouve du
Sénégal a I’Egypte et vers le sud de I’Afrique orientale jusqu’au Mozambique, a I’Afrique du
Sud (au Natal) et les Tles de I’océan Indien (Le Houérou, 1988) (Fig. 3). Au Sahara central
Acacia arabica (Lam.) Willd. prospére sur les berges sablo-limoneuses des oueds et les ravins de
montagnes. (Sahki et Sahki, 2004).

Acacia arabica (Lam.) Willd. est largement introduit et cultivé dans les parties du sous-continent
indien et du Pakistan ou il n’est pas indigéne. Il est également introduit en Australie, a Chypre,
en Irak, en Indonésie et au Vietnam. Il est également planté dans son aire d’origine comme au
Soudan, en Egypte, en Tanzanie et au Nigéria, principalement pour son bois et son bois de feu, et
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la réhabilitation des terres. Dans certains de ces pays d’origine géographique, elle semble faire
preuve d’un comportement envahissant (Holm et al., 1979).

La répartition naturelle de Parkinsonia aculeata L. est difficile a déterminer (Isley, 1975 ;
Mc Vaugh, 1987 ; Woods, 1992). De vastes peuplements purs isolés de P. aculeata L. se
trouvent dans le sud des Etats-Unis, au Mexique et en Amérique centrale. Il est introduit et
largement distribué en Floride, Jamaique, Afrique du sud, Ouganda et en Inde (DNR, 1998 ;
PIER, 2000 ; Wagner et al., 1999) (Fig. 3).

Parkinsonia aculeata L. est généralement considéré comme originaire de I’Amérique du Nord,
cependant, des études de phylogénie infra-spécifique ont été reconstruites en utilisant 3 régions
du gene chloroplastique. Ces données montrent que I’aire de répartition naturelle de P. aculeata
L. est I’Amérique néotropicale ; en effet, les spécimens introduits récemment en Afrique et en
Australie semble étre des populations provenant d’Amérique du Sud (Hawkins et al., 2007).

Plusieurs populations génétiquement distinctes de P. aculeata L. ont été identifiées a travers les
Ameériques:

v" Le nord et I'ouest du Mexique, le sud-ouest des Etats-Unis et Cuba;
v' L'est et le sud du Mexique et le sud-est des Etats-Unis;

v Le Venezuela;

v' L’Amérique Centrale; et

v' L'Argentine.

La lignée Argentine est estimée avoir diverge des autres lignées il y a 9,1 millions années, et la
lignée Mexique Nord a partir des lignees méso-américains-Venezuela il y a 5,2 millions annees
avant la formation de I'isthme de Panama (Hawkins et al., 2007). Des populations divergentes
supplémentaires peuvent exister en Amérique du Sud, mais celles ci n'ont pas été analysées
génetiquement.

Figure 3. Aire géographique de la répartition naturelle d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (l) et de
Parkinsonia aculeata L. (). En Tanzanie les deux espéces sont indigénes ().
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11.1.4. Biologie et écologie

Diversité. Acacia arabica (Lam.) Willd. montre une grande variation morphologique ; 9 sous-
especes sont reconnues (Brenan, 1983), ce qui indique des niveaux élevés de variation génétique.
L’espéce est pollinisée par les insectes, et les taxons forment un complexe polyploide: la plupart
sont tétraploides (2n=52), mais un plus grand nombre de chromosomes ont été trouvés dans A.
nilotica subsp nilotica (2n=104) et A. nilotica subsp tomentosa (2n=208) (Nongonierma, 1976).

parkinsonia aculeata L. est facilement délimité morphologiquement de toutes les autres espéces
de Parkinsonia (Hawkins, 2001); Cependant, la variation génétique intra-spécifique considérable
se produit a travers sa distribution dans I'aire de répartition naturelle (Hawkins et al. 2007).

Parkinsonia aculeata L. a un nombre de chromosome mitotique de (2n=28) (Hawkin et al.,
1998). Des hybrides naturels ont été décrits entre Parkinsonia aculeata L. et Cercidium praecox
(Ruiz et Pavon) Harm, cet hybride est un épineux des zones arides avec une distribution
discontinue s’étendant sur les régions tropicales du nord de I’Ameérique du sud (Carter et Rem,
1974).

Physiologie et phénologie. Acacia arabica (Lam.) Willd. fleurit a un &ge relativement jeune,
environ 3 a 4 ans dans des conditions idéales. La floraison est prolifique et intervient sur les
pousses de la saison en cours, principalement durant la saison des pluies. Si I’approvisionnement
en eau est suffisant, il peut y avoir plusieurs floraisons par an (Gupta, 1993).

En Afrique de I’ouest, la floraison d’A. arabica subsp adstringens, se produit durant toute
I’année avec un pic en octobre, celle de la subsp nilotica en septembre/octobre et enfin celle de
la subsp tomentosa un peu plus tard en novembre. Le pic de fructification a lieu en janvier pour
la subsp adstingens et subsp tomentosa et en avril pour la subsp nilotica (Gupta, 1993).

Des variations importantes dans le temps de la floraison et de la fructification de
parkinsonia aculeata L. s’effectuent selon les régions. La tendance générale est que la floraison
se produit durant les mois les plus chauds aprés I'hiver et les gousses se développent peu apres.
En Ameérique centrale, le pic de floraison a lieu en février & mars, avec une floraison sporadique
par la suite. La floraison est un peu plus tardive au Mexique et dans le sud de Etats Unis avec un
pic de floraison qui se produit entre avril et mai. En Inde, la floraison est en avril et mai, avec
une floraison sporadique presque toute I’année (Troup et Joshi, 1983). En Australie, les plantes
fleurissent généralement en mai ou en juin, mais comme ailleurs, la floraison sporadique peut se
produire tout le long de I’année (Parsons et Cuthbertson, 1992). Les gousses mdrissent et
tombent environ trois a quatre mois apres la floraison. Cependant, les arbres établis peuvent
avoir quelques fleurs et/ou des fruits a tout moment de I'année (Weed Management guide, 2003).

Chez Parkinsonia aculeata L., les pinnules peuvent étre partiellement ou totalement caduques en
saison seche, mais les rachis secondaires phyllodial sont persistants.

Biologie de la reproduction. Un arbre mature d’Acacia arabica (Lam.) Willd. peut produire
2000-3000 gousses dans une bonne saison de fructification, chacun avec généralement entre 8-16
graines, ce qui donne 5000 a 16000 gaines/Kg selon les sous-especes.

L’arbre produit des gousses en abondance apres 5-7 ans de croissance. Il existe des variations
considérables dans le degré de production de semences ; une reproduction élevée est enregistrée
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au cours des années tres humides ou dans des endroits favorables tel qu’a c6té de canaux d’eau
(Carter, 1994). Les arbres adjacents a I’eau sont capables de reproduire la plupart des années
(Anon, 2001), mais les arbres situés dans les zones arides produisent peu de graines en absence
de pluies d’hiver (Carter, 1994). Les graines sont dispersées par les mammiferes herbivores,
notamment le bétail (Carter, 1994) et une forte proportion de graines sont viables pendant plus
de sept ans (Anon, 2001).

Parkinsonia aculetata L. commence a fleurir et a produire des fruits 5 a 6 années apres la
plantation. Lorsque les gousses virent au brun foncé, elles sont collectées a partir des arbres et
placées a I’ombre jusqu’a ce qu’elles soient bien seches pour étre ouvertes a la main.

Les graines de Parkinsonia aculeata L. conservent leur viabilité pendant au moins 9 ans quand
elles sont entreposées dans des contenants hermétiques a 4°C et en présence de 5,7% d’humidité
(Fournier, 2002). Parkinsonia aculeata L. peut produire de grandes quantités de graines qui sont
pour la plupart dispersees soit par les eaux ou a proximiteé des arbres meére.

La propagation d’Acacia arabica (Lam.) Willd et de Parkinsonia aculeata L. est généralement
prolifique par graine et par semis si les gousses sont indéhiscentes. La germination des graines se
fait aprés un temps de latence important. Une graine peut germer apres avoir séjourné plusieurs
années sur le sol. Toutefois, les graines des deux espéces ont des téguments durs comme c’est le
cas de la majorité des légumineuses ligneuses et nécessite donc un prétraitement avant le semis.
Les graines peuvent étre immergées dans I’eau tres chaude (80°C) pendant environ 30 minutes
ou dans I’eau bouillante pendant 5-15 secondes, puis trempées 24 heures dans I’eau froide avant
le semis. La germination peut egalement étre améliorée par scarification mécanique ou en
trempant les graines dans I’acide sulfurique concentre (90%) pendant 10-30 minutes puis en les
rincant dans I’eau froide (Fournier, 2002), ou en les laissant fermenter dans une bouse de vache
humide pendant 48 heures (Van Klinken et Flack, 2005).

Chez Acacia arabica (Lam.) Willd, le semis a lieu de février a avril et se fait généralement en
pot ou en sachet. La plantation s'effectue en début de saison des pluies. Le semis direct au champ
est la méthode de plantation la plus répandue. Le semis en lignes a raison de 1 kg/ha de graines
est recommandé (Grovel, 1993). Acacia nilotica var. adansonii doit particuliérement étre protégé
des inondations durant les premiéres années. Une protection contre le bétail (chevres et moutons
en particulier) est également nécessaire

La propagation de Parkinsonia aculeata L. se fait également par bouture (Racine ou tige) ou par
marcottage aérien (Singh, 1989).

Exigences environnementales. Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. se
développent dans les régions arides et semi-arides et les régions tropicale humide ; elles sont
trés exigeantes en lumiére et montrent un héliotropisme tres marqué ; elles croissent dans des
endroits ou les températures moyennes annuelles sont comprises entre 15-28°C, et supportent
des températures journalieres maximales de 50°C (Quezel, 1954 ; Hocking, 1993 ; Luna, 1996).
Acacia arabica (Lam.) Willd. est gélif lorsqu’il est jeune, contrairement a Parkinsonia aculeata
L. qui tolére bien les faibles gelées (-8°C) (Floridata, 2001), bien que le dépérissement se produit
apres les gelées intenses ou prolongées (Hocking, 1993).
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Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. prospérent dans des zones aux
précipitations annuelles variant de de 250 & 1500 mm, toutefois les extrémes qui sont de 100 mm
et 2300 mm pour Acacia arabica (Lam.) Willd. ne se rencontrent qu’en culture irriguée ou
lorsqu’elle est plantée en dehors de son aire de répartition naturelle. Par ailleurs P. aculeata L.
peut survivre dans des régions qui recoivent moins de 300 mm de précipitations annuelles. Les
deux especes possedent une trés bonne résistance a la sécheresse et elles sont conseillées pour
plantation en milieux arides et désertiques.

Selon la sous-espece, Acacia arabica (Lam.) Willd. tolere non seulement la sécheresse mais
aussi les inondations pendant plusieurs mois. Elle montre deux préférences écologiques trés
distinctes en Afrique. On trouve les subsp. adstringens, leiocarpa et subalata dans les savanes
arborées, les savanes herbeuses et les foréts arbustives séches sur les sols tres sablonneux a
limoneux, ainsi que sur les terrains latéritiques et calcaires (Jansen et Cardon, 2005). La subsp.
Kraussiana préeféere également les savanes herbeuses séches, notamment sur les limons sableux
compacts, les sols superficiels granitiques ou argileux le long des canaux de drainage et des
rivieres, mais ne tolere pas les inondations. D’autre part, on ne trouve les subsp. nilotica et
tomentosa qu’au bord des riviéres et dans des zones périodiquement inondées sur des sols
d’alluvions argileux. Elle est désormais largement plantée dans les fermes des régions de plaines
et se développe aussi sur des sols salins, sodiques ou alcalins de méme que sur des sols
présentant des croQtes calcaires (Jansen et Cardon, 2005).

P. aculeata L. sont des plantes qui vivent rarement plus de 20 a 30 ans (Van klinken et
al., 2009). Les populations de P. aculeata L. présentent un large eéventail de facteur de mortalite,
y compris le dépérissement causé par les agents pathogenes transmis par le sol (Toh et al., 2008),
Diplock et al., 2006 et 2008; Toh, 2009; Van klinken et al., 2009a), les fortes gelées, les
incendies et les moutons (Van Klinken et al., 2009).

Associations. Acacia arabica (Lam.) Willd. forme des nodosités et fixe I’azote partout dans son
aire de répartition naturelle ; il est sélectif dans son association avec Rhizobium et ne forme des
nodosités racinaires efficaces qu’avec quelques souches. Des graines enrobées avec la souche
Rhizobium ANM 18 et ensuite semées dans des polysacs ont permis une croissance nettement
meilleure des plants (Cardon, 2003). Acacia arabica (Lam.) Willd. forme également des
associations mychorhiziennes avec Glomus spp. Il ne drageonne que tres rarement (Njiti et
Galiana, 1996). Par ailleurs Parkinsonia aculeata L. est I’une des espéeces de la sous-famille des
Caesalpinoideae qui ne fixe pas l'azote (Sprent, 1986) ; en effet, la nodulation est rare chez les
Caesalpinoideae sauf dans la tribu des Caesalpinieae et du genre Chamaecrista (Lajudie, 1998).

11.1.5. Utilisation

Acacia arabica (Lam.) Willd et Parkinsonia aculeata L. sont utilisées comme arbres
d’ornements et d’ombrage (Howes, 1946 ; Troup and Joshi, 1983; Dimmitt, 1987). Les deux
especes sont utilisées également comme plantes melliferes précieuses (Eisikowitch et Masad,
1982).

Acacia arabica (Lam.) Willd et Pakinsonia aculeata L. sont considérés comme des arbres
fourragers. Les feuilles et les fruits par leurs valeurs nutritionnelles sont broutés par les moutons,
chévres et les chameaux (Grovel, 1993 ; Hawkins, 2001).
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Un arbre d’Acacia arabica (Lam.) Willd. peut fournir jusqu'a 80 kg de gousses par an. Il est
considéré dans certaines parties de I'Inde et a Djibouti comme l'arbre fourrager par excellence,
leurs gousses sont utilisées comme fourrage et contiennent environ 11-16 % de protéines brutes
et 8-21 % de fibres brutes. Les graines ont des taux faibles d’inhibiteurs de proteinase, telles que
la trypsine et la chymotrypsine ce qui les rend particulierement intéressant pour les bovins. Les
graines favorisent également l'augmentation de la production et de la qualité du lait (Grovel,
1993). Les gousses et le feuillage de Parkinsonia aculeata L. semblent étre consommeés par le
bétail seulement en temps de pénurie comme la saison seche (Deveze, 2004), et dans certaines
régions du monde. Les branches de Parkinsonia aculeata sont élaguées pendant les périodes
séches pour nourrir les moutons et les chevres (Hawkins, 2001).

Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. par leur tolérance aux
conditions de sécheresse, d’inondation et de salinité sont souvent utilisés pour la réhabilitation
des sols (Grovel, 1993 ; Hocking, 1993 ; Hawkins, 2001). Ils sont utilisés pour les programmes
de reboisement des milieux dégradés (sols lourds et mal-drainés) (Vassal, 1998 ; Hughes, 1989)
et les programmes de conservation et de protection des eaux, des sols contre I’érosion (M’Bare,
2001) ainsi que la fixation des dunes (Subsp Adansonii).

Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. par leur croissance rapide sont
couramment utilisés comme une espéce de couverture épineuse et comme brise-vents dans les
zones arides et dans plusieurs régions du monde (Howes, 1946 ; Dimmitt, 1987). A. arabica
(Lam.) Willd est un arbre qui peut croitre sur des sols irrigués avec des effluents de tannerie, et
colonise efficacement terrils des mines de charbon (Jansen et Cardon, 2005).

Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. sont également utilisés dans
I’alimentation humaine. Les graines grillées d’Acacia arabica (Lam.) Willd. servent de
condiment et les jeunes gousses sont parfois consommeées comme légumes (Grovel, 1993) et les
graines crues de Parkinsonia aculeata L. ont été utilisées comme une source de nourriture en
Mexique et en Inde (Hawkins, 2001).

Le bois de cceur est rouge péle a marron rosé, foncant souvent au contact de I’air, se distinguant
trés nettement de I’aubier qui est d’un blanc jaunatre. Bien que difficile a scier, le bois est dur,
résistant et lourd. Il fait un excellent combustible, la valeur énergétique du bois de cceur sans
humidite étant de 20 710 kJ/kg. Il produit du charbon de bois de qualité supérieure avec une
valeur énergétique de 27 950-28 600 kJ/kg (Malgras, 1992 ; Arbonnier, 2000). Il est utilisé
également dans la construction et pour la fabrication de différents ustensiles ménagers, et des
haies. Le bois entre dans la construction, ainsi que dans la confection des pirogues, de manches
d’outils et d’instruments aratoires (Grovel, 1993). Le bois d’A. arabica (Lam.) Willd. a une
forte teneur en silice qui émousse rapidement les outils de coupe mais il est trés résistant s’il est
bien conditionné.

Le bois de P. aculeata L. peut étre utilisé pour la menuiserie, il est considéré comme facile a
travailler, mais il est fragile et de durabilité douteuse. Toutefois, Il est employé dans I’édification
des haies, brise-vent et carburant (bois de feu et charbon de bois) il est parfois utilise dans la
fabrication du papier de faible qualité (Woods, 1988 ; Hawkin, 2001). Tres riche en tannins,
I’écorce et les gousses sont utilisées pour tanner les cuirs (Arbonnier, 2002). La teneur en tanin
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de gousses égrenées peut atteindre jusqu’a 50%. Les gousses donnent un cuir Iégérement coloré,
mou, idéal pour la reliure.

Acacia arabica (Lam.) Willd. a des propriétés médicinales reconnues au Sénégal et au
Soudan, en Arabie Saoudite et en Inde (Malgras, 1992 ; Arbonnier, 2002). Les tanins d’Acacia
arabica (Lam.) Willd. contribuent a ses multiples usages medicinaux, la plante agissant comme
un puissant astringent. Une décoction du fruit est considérée comme un fébrifuge, et les graines
ont des activités antipaludéennes, antidiabétiques, anti-hypertensives et antispasmodiques. Les
gousses ont des propriétés molluscicides et algicides, et sont introduites dans les étangs au
Soudan afin de tuer les escargots vecteurs de la schistosomose sans mettre en danger les
poissons. L’écorce, la gomme, les feuilles ainsi que les gousses entrent dans la fabrication de
nombreux médicaments traditionnels, car elles possédent des propriétés anti-inflammatoires.

Parkinsonia aculeata L. a été largement utilisé dans la médecine populaire traditionnelle
(Barbosa et Prado, 1991). Les feuilles de cet arbre sont utilisées en infusion depuis des siécles
comme antiseptique et antipyrétique (Burkill, 1995 ; Hawkins, 2001). Des éetudes récentes ont
montré que P. aculeata L. a des propriétés antibactériennes (Leite et al., 2010 ; Divya et al.,
2011).

Toutefois, son utilité peut étre limitée par ses tendances mauvaises herbes (Hughes, 1989). En
Australie P. aculeata L. semble avoir été planté principalement comme arbre d’ornement et
d’ombre mais il est tres invasif autour de points d’eau (Thorp and Lynch, 2000). Des stratégies
de contrdle (Deveze, 2004) et de lutte biologique (Van Klinken et Heard, 2012) sont mises en
place pour limiter la propagation de Parkinsonia aculetata L..

11.1.6. Phytochimie

Plusieurs parties d’Acacia arabica (Lam.) Willd. sont riche en tanins, acide stéarique,
acide ascorbique, carotene, protéines brutes, fibres brutes, calcium, magnesium et selenium
(Basu et al., 1947 ; Meena et al., 2006). Les tanins des gousses tombées a terre s’hydrolysent
dans le sol en donnant des acides gallique et ellagique qui sont allélopathiques pour la couche
d’herbe sur le sol.

Deux flavanols molluscicides trés actifs, I’épigallocatéchine-7-gallate et I’épigallocatéchine-5,7-
digallate, ont été isolés des gousses. L’écorce constitue I’une des matieres tannantes les plus
importantes du nord de I’Inde ; sa teneur en tanin varie entre 7-20 % du poids sec, avec un
rapport tanins/non tanins de 1,5. Les tanins, qui appartiennent au groupe des pro-
anthocyanidines, voient leur teneur augmenter dans I’écorce a mesure que I’arbre vieillit (Jansen
et Cardon, 2005).

L’écorce contient également des matiéres colorantes du type des “phlobatanins”, qui donnent une
couleur rouge foncée au cuir. On obtient de meilleurs résultats pour tanner le cuir en mélangeant
I’écorce avec des myrobalans (proportion de 2:1) ou en contrdlant le pH du bain de tanin (Jansen
et Cardon, 2005).

La gomme appelée gomme arabique a été recueilli dans les foréts du Nil depuis I’époque des
pharaons, pour une utilisation dans les peinture et les médicaments. Elle a des propriétés
similaires a celles de la vraie gomme arabique d’Acacia senegal. La couleur de la gomme
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d’Acacia nilotica varie, allant du brun jaunatre tres pale au brun rougeatre foncé. Ce sont les
gommes les plus claires, solubles dans I’eau et trés visqueuses, qui sont les plus prisées ; les
tanins présents dans les gommes plus sombres réduisent leur solubilité. La gomme a une teneur
en eau d’environ 13 %. Elle se compose de galactoarabanne qui donne par hydrolyse L-
arabinose, D-galactose, L-rhamnose, acide D-glucuronique et acide 4- O-methyl-D-glucuronique
(Jansen et Cardon, 2005).

Des analyses phytochimiques de I’extrait méthanolique des feuilles de P. aculeata L. a
révélé la présence des alcaloides, des flavonoides, des C-glycosides, des terpenoides et des
saponines (Singh et al., 2011). Des minéraux tels que Ca, Mg, Na, K, P, Cu, Fe, Mn et Zn sont
présents dans les feuilles et les branches de P. aculeata L. (Ramirez et al., 2006).

Les feuilles de Parkinsonia aculeata L. contiennent des C-glycosylflavones tels que
orientine, iso-orientine, vitexine et Iso-vitexine (Divya et al., 2011), des C-glycosides (Bhatia et
al., 1966 ; El-Sayed et al., 1991).

Peu de roténoides tels que le rotenone, elliptone et degueline ont été isolés des différentes parties
de Parkinsonia aculeata L. (racines, tige, feuilles, gousses et graines) (Kamal and Mathur,
2007).

11.1.7. Ennemis naturels

Une large gamme de ravageurs, herbivores et pathogénes attaquent les arbres d’Acacia arabica
(Lam.) Willd. en Afrique et en Inde mais aucune ne limite sa culture (Browne, 1968 ; Brunck,
1994).

Parmi les insectes les plus nocifs, le cérambyx Celosterna scabrator foreur de la tige et de la
racine, se nourrit d’écorce tendre qui cause le dépérissement de I’arbre. Les larves sont
ramassées a la main pour limiter les dégats. Les insectes défoliateurs les plus nocifs sont
Euproctis lunata et Euproctis subnotata, qui défeuillent parfois des parcelles de foréts en Inde.

Les insectes les plus importants qui affectent les graines sont deux espéces de coléoptéres
bruches en Afrique : Bruchidius uberatus et Callosobruchus maculatus qui peuvent détruire 70
% de la récolte de graines (Ernst et al., 1990). Les vrillettes (Sinoxylon spp. et Lyctus africanus)
attaquent I’aubier du bois d’ceuvre abattu.

Parmi les champignons les plus nuisibles, le Fusarium oxysporum provoque la fonte des semis et
Fomes pappianus cause la pourriture de la tige et attaque les vieux arbres. L’élimination des
sporophores et des individus contaminés, combinée avec une meilleure aération du sol, protége
les arbres dans une certaine mesure. Les animaux sauvages, les chameaux et les chévres peuvent
causer des dégats considérables aux arbres méme si un léger paturage par les moutons contribue
a éliminer I’herbe concurrente (Jansen et Cardon, 2005).

Peu de ravageurs et de maladies importantes sont reportés pour Parkinsonia aculeata L..
Singh (1989) a noté les dégats des termites sur les semis. En Inde, les larves de Enarmonia
malesana provoquent des trous dans les gousses et Icerya aegyptiaca et Pseudoaonidia teserata
se nourrissent de la séve (Troup et Joshi, 1983).

Woods (1992) a réalisé une étude des agents possible de lutte biologique de Parkinsonia
aculeata, et recueille 65 espéces d’insectes phytophages de Parkinsonia aculeata L. qui croissent
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dans la région sud-ouest des Etats-Unis et dans le Mexique. Parkinsoia aculeata L. est considéré
comme un héte secondaire de Icerya aegyptiaca, mais cette espece est si polyphage, trés
répandue et préjudiciable pour les espéces de cultures commerciales, il ne peut donc pas étre
consideéré pour la lutte biologique.

11.2 - Le stress hydrique

Les plantes dans la nature sont constamment exposees a divers stress résultant de conditions
environnementales défavorables qui nuisent a leur croissance et a leur développement (Atkinson
et Urwin, 2012). Les plantes doivent donc affronter différents types d’agressions et s’y adapter.
Elles ont de ce fait développé des stratégies d’adaptation pour répondre aux changements
environnementaux en modulant et en ajustant en permanence leur métabolisme. Les plantes
percoivent les signaux environnementaux et les transmettent a la machinerie cellulaire pour
activer les mecanismes de réponses adaptées qui déterminent chaque jour leur survie.

Le stress hydrique est I'un des principaux facteurs de stress qui touche la vie de tous les
organismes. Le stress hydrique peut résulter soit d'une disponibilité insuffisante de I’eau en
raison de la sécheresse ou d'une présence excessive de I'eau dans I'environnement de la plante
(Jaleel et al., 2007a,b). La sécheresse se produit lorsque le niveau d’humidité du sol et I'numidité
relative dans l'air sont faibles, et lorsque la température est élevée (Sankar et al., 2008). La
majorité des processus de la plante est affectée directement ou indirectement par
I'approvisionnement en eau (Akinci, 1997 ; Lobell et al., 2013). Les plantes, ont besoin d'eau
pour leur croissance et leur germination. La plante subit un stress hydrique lorsqu’il y a une
dégradation du bilan entre la perte d’eau par transpiration et I’absorption d’eau du sol par les
racines et ces deux conditions coincident souvent sous des climats arides et semi-arides (Sakcali
et al., 2008). La majorité des plantes terrestres est exposée a des stress hydriques a court et a long
terme a certains moments de leur cycle de vie et a tendance a développer des mecanismes
d'adaptation aux conditions environnementales. L’intensité et la durée du déficit hydrique
déterminent l'intensité de la réponse au stress (Pugnaire et al., 1999). Certaines plantes peuvent
s'adapter plus facilement que d'autres.

La transmission ou transduction de signaux de stress constitue la premiére étape physiologique
par laguelle la plante met en place sa machinerie d’adaptation ou de réponse aux différents stress
environnementaux (Fig. 4). Ainsi une voie de transduction d’un signal commence par la
perception de ce signal au niveau de la membrane (par un senseur ou non), suivie par la
production de I’inositol-1, 4, 5-triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) qui proviennent de
I’action de la phospholipase C (PLC) sur le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2). L’IP3
interagit avec un récepteur spécifique sur la membrane du réticulum endoplasmique, ce qui
permet I’ouverture de canaux et entraine ainsi la libération du calcium contenu dans les vésicules
(Fig. 4).

Ces événements conduisent a l'activation de protéines cibles qui sont directement impliqués dans
la protection cellulaire. L'activation de ces génes se trouve étre impliquée dans la production des
hormones végétales comme l'acide abscissique (ABA), I'éthylene et I'acide salicylique (SA) qui a
leur tour initient une deuxieme série de signaux qui peut étre responsable des réponses
d'adaptation et de la tolérance a un stress hydrique (Osakabe et al, 2011 ; Nishiyama et al, 2013).
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Figure 4. Apercu général sur la transmission et la transduction des signaux de stress.
(http://biol151b.nicerweb.com/Locked/media/ch11/11 13CalciumSignalPath 3-L.jpg, le 25
novembre 2014).

La spécificité des réponses au stress chez les plantes est en outre déterminée par un réseau de
régulation complexe des mécanismes moléculaires qui comprennent l'interaction entre les
facteurs de transcription, les cascades de kinases, la production d'especes réactives de I'oxygene
ainsi que l'implication de facteurs de choc thermique et des petits ARN (Atkinson et Urwin,
2012 ; Osakabe et al., 2013 et 2014).

Le manque d’eau est un facteur déterminant pour la croissance des plantes, particulierement dans
les régions arides et semi-arides.

Le déficit hydrique cause des désordres cellulaires liés directement & la perte d’eau (une
diminution de la teneur relative en eau, TRE), qui entraine la perte de la pression de turgescence,
qui a des consequences sur la capacité d’expansion cellulaire ce qui affecte la croissance de la
plante entiere (Van Hees, 1997 ; Albouchi et al., 2000).

Le stress hydrique varie d’un stress modéré et de courte durée, a un stress extrémement sévere et
prolongee (Pereira et Chaves, 1993 ; Bottner et al., 1995). Au niveau de la plante entiere, I'effet
du stress hydrique est généralement percu comme une diminution de la photosynthese et de la
croissance et il est associé a une altération du metabolisme du carbone et de lI'azote (Cornic et
Massacci, 1996). Dans les quelques secondes qui suivent le début du stress hydrique, les
réponses a court terme principalement liees a la régulation des stomates, apparaissent. Ces
réponses conduisent a une réduction de la perte d'eau par transpiration et la maximisation de
I’absorption du CO,. L’efficacité optimale de ces premiéres réponses est jugée responsable du
maintien d’un rapport transpiration/photosynthése (Kozlowski et al., 2002).
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Une réponse a mi-parcours, connue comme mécanisme d'acclimatation qui survient quelques
heures qui suivent le début du stress hydrique consiste en I’accumulation de solutés, des
modifications de I'élasticité de la paroi cellulaire et des changements morphologiques.

Des adaptations au stress hydrique a long terme sont caractérisées par une variation dans les
réponses des genes, des modifications anatomiques et physiologiques dans le but de réduire la
croissance globale pour équilibrer l'utilisation des ressources (mobilisation des ressources des
feuilles vers les racines) (Chapin, 1991).

En réponse a un stress hydrique, une pléthore de modifications se produit dans le milieu
intracellulaire des cellules végétales: modification des différentes voies métaboliques,
changements dans I'absorption des éléments nutritifs, synthese de nouvelles protéines,
modulation de la production de radicaux libres. Tous ces changements précédent I'induction des
voies de signalisation.

Certaines études montrent que I’ABA appliqué de maniere exogéne ou généré par le stress
hydrique, intervient comme un signal réduisant le taux de croissance cellulaire (Wilkinson et
Davies, 2010). Le stress hydrique diminue la longueur des tiges chez Arabidopsis thaliana (Park
et al., 2007), Glycine max (Specht et al., 2001), solanum tuberosum (Heuer et Nadler, 1995),
Abelmoschus esculentus (Sankar et al., 2008) et Petroselinum crispum (Petropoulos et al., 2008).
Il réduit I’expansion des feuilles, ce qui provoque une diminution de la transpiration chez
Populus (Ren et al., 2007). Le stress hydrique conduit également a la chute des feuilles les plus
anciennes observee chez Populus (Giovannelli et al., 2007) et Betula papyrifera (Gu et al.,
2007). La réduction du volume cellulaire est du également a I’augmentation de la concentration
de solutés dans la cellule qui comprime la membrane plasmique et augmente son épaisseur.

Pour augmenter I’absorption de I’eau et maintenir une pression osmotique minimale au cours du
stress hydrique, de nombreuses plantes augmentent la croissance de leur systeme racinaire, pour
augmenter leur approvisionnement en eau, c’est ce qui a été observé chez Catharanthus roseus
(Jaeel et al., 2008a) et Phoenix dactylifera (Djibril et al., 2005). Souvent, la réponse d’une plante
soumise & un assechement du sol se traduit par une allocation préférentielle de la biomasse vers
les racines, exprimée par une augmentation du rapport du poids sec de la partie souterraine/la
partie aérienne (Van Hees, 1997). Cependant, I’importance de ces effets varie selon I’espece et
I’intensité du stress hydrigque subi.

11.1.2. Réduction de la perte d’eau

Lorsque les plantes sont confrontées soudainement a un stress hydrique, elles répondent
rapidement par la fermeture de leurs stomates. Cette fermeture des stomates augmente
I’efficacité de I’utilisation de I’eau, ce qui réduit la quantité d’eau perdue par transpiration
(Farooq et al., 2009). Une faible transpiration due a la fermeture des stomates signifie moins de
refroidissement des feuilles et moins d’absorption et de transport des nutriments. Plusieurs
mécanismes et voies de signalisation conduisent a la fermeture des stomates dans des conditions
défavorables, ces voies peuvent étre de nature passive ou active.

Thése Nassima Lassouane 19


http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-81-322-1620-9_8/fulltext.html#CR31

Synthese bibliographique

- La fermeture hydropassive des stomates se produit lorsque la perte d’eau par
évaporation a partir des cellules de garde est importante, ce qui conduit a une perte rapide
de turgescence et a une plasmolyse cellulaire (Luan, 2002).

- La fermeture hydroactive des stomates se produit lorsque la plante percoit un déficit
hydrique, elle est provoqueée par I’ABA et par une concentration élevée en CO, qui active
les voies de signalisation (Kim et al., 2010). L’ABA est un constituant normal des
feuilles, il est synthétisé en faible quantité dans les cellules du mesophylle et
s’accumulent dans les chloroplastes. En réponse a un stress modéreé, les faibles quantités
d’ABA stockées constituent une premiere ligne de défense contre la perte d’eau ; elles
sont transportées dans I’apoplasme par le courant de la transpiration vers les cellules de
garde, en initiant leur fermeture. Ensuite une synthese de I’ABA dans les racines peut étre
détectée. Cette phytohormone est transportée vers les cellules de garde permettant de
prolonger la fermeture des stomates. Son transport est effectué par des transporteurs ABC
(ATP-binlding cassette) situés dans la membrane plasmique (Kang et al., 2010). La taille
de I’ouverture stomatique est régie par la pression de turgescence et le volume des
cellules de garde (Schroeder et al., 2001 ; Kim et al., 2010).

11.1.3. Ajustement osmotique et stress hydrique

L'une des réponses les plus courantes face au stress chez les plantes est la surproduction de
différents types de solutés compatibles. L’accumulation de biomolécules osmotiques joue un
role impératif dans le developpement de la tolérance au stress. Ce sont des métabolites
organiques a bas poids moléculaire, électriguement neutre, non toxique appelés solutés
compatibles qui n’interféerent pas avec les fonctions cellulaires. Il s'agit d'un mécanisme
d'adaptation qui permet la protection de la turgescence cellulaire et la restauration de I'état
hydrique des cellules sans perturber leur fonctionnement normal. Les solutés compatibles
incluent les sucres simples (saccharose, glucose, fructose), sucres alcoolisés (polyols et cyclitols
incluant glycérol, mannitol, myo-inositol, quercitol, pinitol...etc), les sucres complexes
(tréhalose, raffinose et fructanes), les acides aminés (notamment la proline), les composés a
ammonium quaternaires (gylcine-bétaine, B-alanine bétaine et proline bétaine), ainsi que les
composés a sulfonium (choline-O-sulphate, la dimethylsulfonio-propironate (DMSP)), et les
polyamines...etc (Reddy et al., 2004 ; Koyro et al., 2012 ; Rasool et al., 2013 ; Lutts et al.,
2013).

Tous ces solutés possédent une multitude de groupes hydroxyle (-OH) qui facilitent les liaisons
hydrogéne avec les molécules d’eau dans le cytoplasme. De cette fagon, les solutés aident a
maintenir fonctionnelle les macromolécules en solution et les membranes. Les solutés
compatibles protégent les plantes contre le stress par différents moyens y compris une
contribution a l'ajustement osmotique cellulaire, la désintoxication des espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), la protection de I'intégrité membranaire, et la stabilisation des enzymes et des
protéines (Martinez et al., 2004 ; Koyro et al., 2012 ; Rasool et al., 2013).

Les solutés compatibles impliqués dans lI'osmorégulation s'accumulent dans la cellule, quand le
potentiel hydrique diminue. Leur caractére hydrophile élevé contribue a maintenir la teneur en
eau et la pression de turgescence des cellules en favorisant I’absorption d'eau surmontant ainsi
I'effet immédiat du manque d'eau (Yokota et al., 2006 ; Jaleel et al., 2009).
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11.1.3.1 Proline

La proline est I’'un des osmolytes le plus répandu. La synthése de cet acide aminé a partir du L-
Glutamate est catalysée par deux enzymes : la A*-Pyrroline-5-carboxylate synthétase (P5CS, EC
2.7.2.11) et A-Pyrroline-5-carboxylate réductase (P5CR, EC 1.5.1.2) (Delauney et Verma, 1993;
Koyro et al., 2012). La P5CS est une enzyme bifonctionnelle ; elle permet d’abord la conversion
en présence d’ATP du L-Glutamate en L-Glutamyl-y-phosphate qui lui-méme est converti en
présence de NADPH en Glutamic-y-semialdehyde (GSA) donnant le P5C (A'-Pyrroline-5-
carboxylate) (Savouré et al., 1995). La P5CR permet d’obtenir la proline en présence de NADPH
(Verbruggen et al., 1993) (Fig. 5). Une autre voie alternative de la synthése de la proline serait
possible a partir de I’ornithine, qui est d’abord transaminée par I’Ornithine-A-aminotransferase
(OAT) produisant le GSA et le P5C, lequel est converti en proline (Delauney et Verma, 1993).

La proline est induite et s’accumule dans le cytosol en réponse a divers stress biotiques et
abiotiques (Koca et al., 2007 ; Ahmad et al., 2012b), tels que le stress salin (Ben Hassine et al.,
2008), hydrique (Choudhary et al., 2005), oxydatif (Yang et al., 2009), et les fortes intensités
lumineuses (Jan et al., 2012a et b). L’augmentation du niveau de proline permet a la plante de
maintenir un bas potentiel hydrique (Jaleel et al., 2007e, 2008d).

La production de la proline, pendant des contraintes hydrique ou saline, joue probablement un
role dans la tolérance a ces contraintes chez le blé (Azooz, 2002), le riz (Hsu et Kao, 2003), le
soja (Porcel et al., 2004), le petit pois (Ahmad et al., 2008), la feve (Ismail et Azooz, 2002), le
marier (Ahmad et al., 2006) et la moutarde (Ahmad, 2010). En effet, la proline est un acide
aminé qui se comporte comme une molécule chaperonne pour stabiliser la structure des protéines
et protege ainsi les cellules végétales des effets néfastes de divers stress environnementaux
(Verbruggen et Hermans, 2008 ; Szabados et savouré, 2010 ; Koyro et al., 2012 ; de Carvalho et
al., 2013).

La proline maintient aussi la balance redox, préserve la source d’énergie pour un recouvrement
apres un stress et a des fonctions comme protéine précurseur (Islam et al., 2009). En plus, la
synthese de la proline dans le chloroplaste peut permettre une oxydation efficace du NADPH
produit lors de la photosynthese, qui est nécessaire pour le quenching des électrons libres et de
I’oxygene qui pourrait conduire a la production des ROS (Hare and Cress, 1997; Szabados and
Savoure, 2010).

Bien que le métabolisme de la proline ait été étudié depuis plus de 40 ans chez les plantes, nous
avons peu de connaissances sur les voies de signalisation impliquées dans sa régulation. La
biosynthése de la proline est contr6lée par I’activité de deux genes de la P5CS. La stimulation de
la synthése de la proline sous un stress hydrique est associée a un niveau élevé en ARNm de la
P5CS (Yoshiba et al., 1995). Ces génes sont réprimés par la réhydratation. Par ailleurs, le
catabolisme de la proline est contrdlé par deux enzymes, la PDH (EC 1.5.99.8) et la PSCDH (EC
1.5.1.12) (Fig. 5). La transcription de la PDH est activée par la réhydratation, mais elle est
réprimee par la déshydratation, évitant ainsi la dégradation de la proline au cours du stress
hydrique (Verbuggen et al., 1996) (Fig. 5).

En plus de la régulation transcriptionelle, l'activité P5CS est sous contrdle post-traductionnel,
comme on le voit par la rétro-inhibition de P5CS par la proline. La perte de rétro-inhibition de
P5CS conduit a I'accumulation élevée de la proline (Hong et al., 2000) (Fig. 5).

Thése Nassima Lassouane 21


http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR65
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR130
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR111
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR115
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR41
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR98
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR177
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR17
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR105
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR14
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/chapter/10.1007/978-1-4614-8600-8_1/fulltext.html#CR7

Synthese bibliographique

Déshydratation Réhydratation
N
\AABA-I- \/
%e PC5 _ Geéne PC5
Synthétase Déshydratation Réductase
PC5S = PC5R
L-Glu == GSA =—> PC5 = L-Pro
PC5DH Pr0i>H
Geéne PC5 Geéne PRO
Déshydrogénase + Déshydrogéna/se _
L I,
Réhydratation Déshydratation
—> Sous condition de stress la rétro-inhibition de PSCS par la proline est perdue.
—> Régulation post-traductionnelle (inhibition de la PC5S par la proline).

Figure 5. Régulation de la biosynthese de la proline sous I’effet de la deshydratation et de la
réhydratation.  (http:/fr.slideshare.net/hafidasouidi/cours-stress-hydriguemjabnounembvb0708,
le 15 novembre 2014).

11.1.3.2 Les sucres solubles

Les sucres représentent la principale source d’énergie des plantes mais sont aussi indispensables
comme élément de base dans la formation des réserves (amidon), des parois (cellulose), comme
squelette carboné dans la synthése de métabolites (acides aminés ou métabolites secondaires) et
comme molécule signal (Lalonde et al., 2003).

Les trioses phosphate produits durant la photosynthése sont soit directement utilisés pour la
synthese d’amidon dans les chloroplastes, soit exportés vers le cytosol pour étre convertis en
saccharose (Frommer and Sonnewald, 1995) qui constitue le sucre majoritairement transporté
chez les végétaux supérieurs (Lemoine, 2000). Une partie des glucides produits par la
photosynthése est directement utilisée pour la croissance des organes sources, une partie y est
stockée temporairement (amidon, saccharose vacuolaire) et le reste est exporté vers les organes
puits. Le saccharose est dégrade en hexoses (fructose et glucose) qui peuvent étre stockés dans
les vacuoles. Ce changement implique I’activité des invertases (B-fructofuranosidases, EC
3.2.1.26). Les invertases permettent d’hydrolyser le saccharose en fructose et en glucose. Elles
contrélent la répartition des sucres en régulant la composition des glucides stockeés.

Le stress hydrique stimule I’activité de I’invertase acide soluble dans les feuilles de Phaseolus
vulgaris L (Castrillo, 1992) et de Zea mays L (Kim et al., 2000). Cette activation de I’invertase
permet une accumulation des sucres solubles provenant d’une mobilisation du sacchorose stocke
au niveau de la vacuole.
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Les sucres solubles figurent parmi les composés osmotiques les plus fréguemment accumulés
aux cours des stress abiotiques (Patton et al., 2007 ; Lee et al., 2012).

Les carbohydrates jouant un rdle important comme solutés compatibles sont: les hexoses
(glucose et fructose), les disaccharides (saccharose, tréhalose), et les oligosaccharides
(raffinose) (Choudhary et al., 2005 ; Guy et al., 2008 ; Hussain et al., 2011).

De nombreuses études ont révéle I'accumulation des sucres solubles sous différentes contraintes
abiotiques, tels que : les basses températures (Guy et al., 2008), la sécheresse (Whittaker et al.,
2001), le stress osmotique (Sanchez et al., 1998), et la salinité (Balibrea et al., 1997 ; Jouve et al.,
2004). Cependant, les différents glucides s'accumulent en fonction du type de stress. Les basses
températures provoquent chez les plants de riz une accumulation de galactose et de raffinose,
tandis que la salinité et le déficit hydrique induisent I'accumulation de glucose, de tréhalose et du
mannitol (Morsy et al., 2007).

Les sucres sont les principaux contributeurs a I’ajustement osmotique dans le développement de
feuilles de blé (Quick et al., 1992). Des etudes ont montré que I’accumulation des sucres solubles
dans les feuilles au cours du stress hydrique contribuent a I'osmorégulation, au moins en
situation de stress moderé (Ackerson,1981 ; Kameli et Losel, 1996).

L augmentation de la quantité de glucides totaux en présence de stress est enregistrée chez le
coton (Timpa et al., 1986), chez le blé (Kameli et Losel, 1996), la luzerne (Irigoyen et al., 1992),
le lupin (Quick et al., 1992) , le concombre (Akinci et Losel., 2009). La réduction de la teneur en
saccharose et en amidon est également enregistrée en condition de stress chez le soja (Westgate
et al., 1989), la vigne (Rodriguez et al., 1993), les lupins (Quick et al, 1992) , le haricot (Stewart,
1971) et le concombre (Akinci et Losel, 2009).

11.1.3.3 Les polyamines

Les polyamines (PAs) sont des amines organiques aliphatiques présentes chez les bactéries, les
plantes et les animaux. Ce sont des polycations a faible poids moléculaire présents dans tous les
organismes vivants et connus pour leur role essentiel dans la croissance et le développement de
ces organismes. les polyamines dans les plantes ne se retrouvent pas seulement dans le
cytoplasme mais aussi dans certains organites tels que la mitochondrie, le chloroplaste et la
vacuole (Kumar et al., 1997 ; Kusano et al., 2008).

Les niveaux des PAs peuvent étre modifiés par les stress abiotiques tels que la sécheresse, la
salinité et le froid (Ahmad et al., 2012a). En outre, une corrélation positive entre les niveaux de
PAs élevés et la tolérance au stress a été enregistrée (Kovacs et al., 2010 ; Quinet et al., 2010 ;
Alcéazar et al., 2011). La Putrescine (Put), la spermidine (Spd) et de la spermine (Spm) sont les
polyamines les plus courantes chez les plantes supérieures (Ahmad et al., 2012a).

La biosynthese des polyamines commence a partir de deux acides aminés, la L-ornithine et la L-
arginine. La synthése de la putrescine se fait selon deux voies (Fig. 6):

- A partir de [P’ornithine lequelle est décaboxylée en putrescine par I’ornithine
décarboxylase (ODC, EC 4.1.1.17).

- A partir de I’arginine qui est tout d’abord décarboxylée en agmatine par une arginine
décarboxylase (ADC, EC 4.1.1.19).
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L agmatine est transformée ensuite en putrescine sous I’action de I’agmatine iminohydrolase
(AlIH, EC 3.5.3.12) et la N-carbamoylputrescine amidohydrolase (CPA, EC 3.5.1.53) (Kusano et
al., 2008).
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Figure 6. Voie de biosynthese des polyamines, modifiée (https://bhavanajagat.Files
.wordpress.com/2014/05/wholepotent-biosynthetic-pathways-of-polyamines-quinoa-
aphrodisiac.jpg, le 12 octobre 2014). Le stress hydrique induit I’expression des génes de I’ADC, la SPDS et
la SPMS. ADC: arginine décarboxylase, AIH: agmatine iminohydrolase, CPA : N-carbamoylputrescine
amidohydrolase, ODC : ornithine décarboxylase, SPDS : spermedine synthase, SPMS : spermine synthase, SAM :
S-adénosylméthionine, SAMDC : S-adenosylmethionine décarboxylase, dc-SAM : S-adenosylmethionine
décarboxylé, TSPMS : thermospermine synthase.

La spermidine et la spermine sont synthétisées a partir de la putrescine par I’addition respective
d’un ou de deux groupes aminopropyl provenant de la décarboxylation de la S-
adénosylméthionine (SAM). Ces réactions sont catalysées par la Spd synthase (SPDE, EC
2.5.1.16) et la Spm synthase (SPMS, EC 2.5.1.22) (Galston et Sawhney, 1990 ; Martin-Tanguy,
2001). Les groupes aminopropyl sont dérivés de la méthionine, laquelle est convertie d’abord en
SAM par la méthionine adenosyltransferase (EC 2.5.1.6), qui est ensuite décarboxylée par une
réaction catalysée par la S-adenosylmethionine décarboxylase (SAMDC, EC 4.1.1.50). Le
produit de la décarboxylation de SAM est utilisé en tant que donneur de groupement
aminopropyl (Fig. 6).

Les polyamines sont impliquées dans les réponses aux stress biotiques et abiotiques. lls
s’accumulent chez les plantes soumises au stress hydrique (Yang et al., 2007 ; Farooq et al.,
2009), au stress salin (Maiale et al., 2004 ; Zhao et al., 2007), a des hautes températures
(Konigshofer et Lechner, 2002), et basses températures (Lee, 1997 ; Shen et al., 2000), aux
radiations UV (Smith et al., 2001), aux déficiences nutritionnelles (P, S, K* et Mg*?) (Smith,
1984), et infections par des pathogénes (Walters, 2003 ; Kusano et al., 2008). Durant ces divers
conditions stressantes, les Pas jouent un réle protecteur, en piégeant les radicaux libres ou en
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inhibant leur production et en stabilisant le pH et les membranes (Groppa et Benavides, 2008 ;
Alcazar et al., 2010).

Les polyamines modifient la rigidité et la perméabilit¢ membranaire en se fixant sur les
groupements anioniques des phospholipides, ce qui stabilise la surface des membranes (Liu et
al., 2000). Les polyamines assurent la protection contre le stress via la stabilisation de la
structure des protéines pour empécher leur dégradation (Waie et Rajam, 2003). De plus, des
études ont démontré que les polyamines empéchent la sénescence, due a leurs propriétés
antioxydantes, et également leurs capacités a stabiliser les membranes et la paroi cellulaire (Zhao
et Yang, 2008).

Les polyamines jouent également un rdle important dans la régulation de la réponse des plantes
dans la défense a la sécheresse (YYamaguchi et al., 2007).

La putrescine, la spermidine et la spermine sont des polyamines qui se trouvent sous forme libre
en tant que cations, mais sont souvent conjuguees a des macromolécules. Des études récentes ont
montré que la spermine et la spermidine contenues dans les pousses de Phaseolus vulgaris ont
augmente sensiblement sous I’effet d’un stress hydrique (Abass et Mohamed, 2011). Loka et al.
(2013) ont également rapporté que la spermidine, la putrescine, et les polyamines totales ont
augmenté de maniere significative dans la fleur et les feuilles de coton sous une contrainte
hydrique. Cependant, il a été montré que la spermidine et la spermine exogenes stimulent la
croissance et réduisent les dommages de la membrane chez les plants de pin gris (Rajasekaran et
Blake,1999). Par conséquent, la spermidine peut servir de régulateur dans la voie de signalisation
du stress, développant ainsi le mécanisme de tolérance au stress chez les plantes.

Plusieurs auteurs (Liu et al., 2000 ; Alcazar et al.,, 2010) rapportent que la putrescine, la
spermidine et la spermine régulent les réponses stomatiques par la réduction de I’ostiole et donc
induction de la fermeture des stomates, et la putrescine module la biosynthese de I’ABA en
réponse au stress abiotique.

Les polyamines ont été signalées dans différents cultivars de plantes en réponse a la sécheresse
(Galston et al., 1997 ; Guerrier et al., 2000). Leur accumulation dans les plantes provoque
I'élimination des ROS résultant d’une meilleure survie aux contraintes ultérieures, le maintien de
la turgescence (Islam et al., 2003) et l'activité photosynthétique (Galston et al., 1997). La
transformation genétique qui active la biosynthese de polyamines en surexprimant les enzymes
(ADC, ODC, SAMDC, SPDC) améliore considérablement les tolérances aux stress
environnementaux chez différentes especes végétales (Liu et al., 2007 ; Turkan et Demiral,
2009). En comparaison avec des plantes sensibles au stress, Kasukabe et al. (2004) ont révélé
que les plantes tolérantes au stress ont montré une stimulation dans la biosynthése des
polyamines.

11.1.4. Protéines synthétisées lors d’un stress hydrique

Le stress hydrique a induit une inhibition et/ou une diminution de la synthese des protéines chez
de nombreuses espéces; chez le coleoptile d’avoine (Dhindsa et Cleland, 1975), chez la
betterave sucriere (Shah et Loomis, 1965) et dans les nodules de Pisum sativum L. (Gogorcena et
al. 1995).
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De nombreuses protéines spécifiques synthétisées sous I’effet du déficit hydrique ont été isolées
et caractérisées (Claes et al., 1990 ; Pelah et al., 1997).

Les protéines de choc thermique (HSP) et les protéines LEAs (Late Embryogenesis Abondant)
sont les deux types de protéines abondantes induites par le stress hydrique. Ces protéines
protegent les macromolécules tels que les enzymes, les lipides et les ARNm de la déshydratation.
Les protéines LEA sont des protéines trés hydrophiles qui s’accumulent a la fin du
développement des semences (Dure and Chlan, 1981; Eriksson and Harryson, 2011) ; leur profil
d’expression et leur abondance suggérent un réle protecteur dans des situations de forte
déshydratation des plantes.

Les HSPs agissent comme des molécules chaperons et sont responsables de la synthese, le
ciblage, la maturation et la dégradation des protéines dans de nombreux processus cellulaires
(Waters et al., 1996). Elles ont aussi un role important dans la stabilisation des protéines et des
membranes et facilitent le repliement de protéines dans des conditions de stress. L'expression des
genes de type LEA sous stress osmotique est réglementée par les deux voies de signalisation
ABA-dépendantes et ABA indépendantes (Wang et al., 2004).

Les déhydrines est le groupe le plus observé parmi les protéines accumulées en réponse au
déficit hydrique et augmentent dans I'orge, le mais, le petit pois et chez Arabidopsis. L’osmotine
est également une protéine accumulée sous un stress hydrique dans plusieurs especes de plantes
tels que le tabac, atriplex, tomates et mais (Ramagopal, 1993).

11.1.5. Photosynthese et stress hydrique

La photosynthese est I’un des processus métabolique le mieux régulé et le mieux intégré, parce
qu’il nécessite une utilisation optimale de la lumiére, tout en limitant les dommages causés par
I’exces de lumiere, afin d’optimiser I’utilisation des ressources carbonées et azotées (Paul &
Foyer, 2001).

11.1.5.1 Processus de la photosynthese

La photosynthese est un phénoméne complexe qui peut étre subdivisé en deux phases. La
premiere phase, appelée phase photochimique, qui se déroule dans des membranes des
thylakoides, consiste en la capture de I’énergie lumineuse et de sa conversion en énergie
photochimique sous forme de molécules énergétiques (ATP et NADPH).

La seconde phase, appelée phase sombre (ou phase biochimique), se déroule dans le stroma du
chloroplaste. Elle correspond a la fixation et a la réduction du CO, en carbone organique
(glucides) au cours du cycle de Calvin-Benson grace a I’utilisation de I’énergie chimique
produite par la phase claire (I’ATP et le NADPH).

a) Phase photochimique. Lors de cette phase I’énergie lumineuse est absorbée par les
chlorophylles et les caroténoides au niveau des antennes collectrices ou LHC (pour Light
Harvesting Complex) ; elle est ensuite transférée sous forme d’énergie d’excitation vers
les centres réactionnels des photosystemes (P680 pour le PSII et P700 pour le PSI). Au
niveau du PSII, le centre réactionnel P680 transfere un électron a destination de la
phéophytine (Phéo), électron ensuite transferé vers les plastoquinones QA puis QB. Le
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P680, qui a perdu un électron (sous forme oxydée P680+), est capable de recevoir un
électron provenant d’un donneur secondaire, la tyrozine Z au niveau du complexe de
dégagement de I’oxygéne, lui méme a son tour réduit par un électron provenant de
I’oxydation de I’eau (“photolyse de I’eau”) (Fig. 7).
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Figure 7. Chaine des transporteurs d'électrons insérés dans la membrane des thylakoides (In Taiz

et Zeiger, 2002). Le transfert d'électrons est initié au niveau des photosystémes Il (PSII), aprés excitation
lumineuse des complexes pigmentaires P680. Les électrons sont ensuite pris en charge par des complexes
membranaires jusqu'aux photosystémes I (PSI) ou ils permettent de réduire NADP* en NADPH. Parallélement, la
production de protons dans le lumen, résultant du flux électronique, crée un gradient électrochimique entre le lumen
et le stroma. Les protons diffusent alors a travers I'ATP synthase membranaire, sous l'effet du gradient
électrochimique et permettent la synthése d'’ATP. Fd : ferredoxine ; FNR : ferredoxine-NADP redutase ; P700 :
complexes pigmentaires des PSI.

Pendant ce temps, une succession de réactions d’oxydo-réduction se produisent dans la chaine de
transport d’électrons, initié par la Phéophytine qui céde son électron aux accepteurs
plastoquinones QA et QB. La plastoquinone QB, apres avoir accepté deux électrons et pris deux
protons du stroma, se détache de son site et migre et libére les protons du céte de lumen et
transmet son électron au complexe du cytochrome b6/f qui sera oxydée.

L'électron est ensuite successivement pris en charge par la plastocyanine (PC), puis par le centre
réactionnel du PSI, activé par une nouvelle absorption d’énergie lumineuse comme au niveau du
PSII, et enfin par la ferrédoxine (Fd), une protéine présente dans le stroma, qui va permettre la
réaction ultime, génératrice de pouvoir réducteur, grace a la ferredoxine-NADP™-oxydoréductase
(FNR).
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e Transfert alternatif d’électrons : le transfert cyclique autour du PSI

Une synthese d’ATP est possible en I’absence de PSII, ceci grace a la mise en place d’un
transfert cyclique d’électrons autour du PSI, au cours duquel les électrons situés au niveau des
molécules a fort pouvoir réducteur (Fd, NADPH) sont redirigés vers le pool de plastoquinones
ou le cytochrome b6/f (Bendall et Manasse, 1995). Ce mécanisme s’accompagne d’une
translocation de protons du stroma vers le lumen des thylacoides, permettant ainsi
I’établissement d’un gradient de pH transmembranaire, générateur d’ATP (Arnon, 1955) (Fig.
8).

Le transfert cyclique des électrons, qui permet une synthese d’ATP sans genérer de pouvoir
réducteur, pourrait participer au rééquilibrage du ratio ATP/NADPH au sein des chloroplastes et
ainsi permettre I’optimisation du cycle de Calvin.
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Figure 8. Photosysteme I. (a) : Construction et flux d’électrons a travers le photosysteme I, (b) :

Transport cyclique des électrons (In Sonnewald, 2013). Durant le transport cyclique des électrons, le
complexe Cytochrome b6/f et le photosystéme I, ainsi que le pool de plastoquinones travaillent comme une pompe a
proton lumiére-dépendante pour la production de I’ATP sans formation de NADPH/H". (Fd : ferredoxine, FNR :
ferrédoxine NADP" réductase, PQ : plastoquinone).

b) Phase biochimique. Elle est dépendante de la phase photochimique qui lui fournit I’énergie
(ATP et NADPH) pour permettre la synthése de molécules carbonées directement utilisées par la
plante (saccharose) ou stockées sous forme de réserves (amidon). La phase photochimique
dépend de la phase biochimique qui génére le NADP®, I’ADP et le phosphore inorganique est
essentiel au maintien du transport photosynthétique des électrons.

Le cycle de Calvin est une succession de réactions biochimiques, régulées par divers enzymes
qui favorisent la reduction et I’incorporation du CO, atmosphérique dans des molécules
organiques. L’enzyme clé qui débute ce cycle est la RuBisCO (Ribulose 1,5 Bisphosphate
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Carboxylase/Oxygénase), qui permet la fixation du CO, sur le ribulose diphosphate. Cette
enzyme est la protéine la plus répandue sur terre, représentant a elle seule 40% de la masse de
protéines solubles des feuilles. Cette enzyme a une double fonction ; elle fixe le CO, pendant la

photosynthése et I’O, pendant la photorespiration sur le méme substrat (Fig. 9).
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Figure 9. Processus complet du cycle de Calvin (In Sonnewald, 2013). Pour plus de simplicité, seule
la séquence des réactions nécessaire pour former une molécule de triose phosphate a partir de trois molecules de
CO, est représenté. Les fleches rouges montrent des réactions irréversibles, qui sont les principaux points des
mécanismes de régulation. Les multiples fleches indiquent le nombre de molécules réagissent pour former une
molécule de triose phosphate a partir de trois molécules de CO,. Pour fromer une molécule d’hexose a partir de six
molécules de CO,, le procédé présenté ici doit se produire deux fois en tout. TR : thiorédoxine.

29

These Nassima Lassouane



Synthese bibliographique

Le cycle de Calvin se répete 6 fois (6 incorporations de CO;) pour former une molécule de
glucose (Fig. ). Ce glucose pourra ensuite servir a la synthese de toutes les autres molécules
organiques (polysaccharides, acides gras, lipides, acides aminées, nucléotides...etc.) (Fig. 9).

11.1.5.2 Effets du stress hydrique sur la photosynthése

Le stress hydrique affecte les deux phases de la photosynthese (Bota et al., 2004 ; Miyashita et
al., 2005). Les conséquences d’un stress hydrique sont différentes selon son intensité, sa vitesse
de mise en place et sa durée d’imposition.

Le déficit hydrique dans les plantes génere des changements métaboliques ainsi que des
réarrangements structuraux et fonctionnels de I’appareil photosynthétique.

Le potentiel métabolique de la photosynthése est déterminé par la quantité et l'activité des
composants de collecte de lumiere, les composantes de transport d'électrons et des processus de
transduction de I'énergie, ainsi que par le métabolisme du carbone, a savoir les enzymes du cycle
de Calvin impliguées dans la carboxylation (RubisCO) et dans les processus de régénération de
la ribulose 1-5 bisphosphate (RuBP) (Chaves et al., 2011).

11.1.5.2.1. Au niveau de la phase sombre

Le stress hydrique réduit la photosynthése en diminuant le taux de photosynthese par unité de
surface foliaire (McCree, 1986). La photosynthese est fortement inhibée et peut cesser
completement lorsque le déficit hydriqgue augmente chez les plantes. La réduction de la
photosynthése au cours du stress hydrique pourrait étre expliquée par la fermeture des stomates
et la diminution de la concentration interne du CO, (Chaves, 1991 ; Cornic et Massacci, 1996).
Les stomates se ferment en réponse soit a une baisse de la turgescence des feuilles et/ou le
potentiel hydrique ou a une atmospheére de faible humidité (Maroco et al., 1997).

Avec I’augmentation du stress hydrique, la photosynthese chez les végétaux supérieurs diminue
plus rapidement que la respiration (Chaves et al., 2003 ; Ghannoum, 2009 ; Akmct et Losel,
2012).

Le stress hydrique inhibe également la synthése de la chlorophylle. De nombreuses études
montrent que le stress hydrique diminue la concentration en chlorophylle chez Arbutus unedo
(Munné-Bosch et Pefiuelas, 2004) et chez Olea europea (Bacelar et al., 2006). Cependant,
d’autres etudes montrent que la chlorophylle est assez résistante a la sécheresse (Heckathorn et
al., 1997 ; Llorens et al., 2003). La regulation de la concentration en chlorophylles, via la
balance dégradation/synthése, pourrait étre un moyen pour les plantes de se protéger contre un
exceés d’énergie lumineuse en conditions de sécheresse. Selon Kranner et al. (2002), certains
végétaux particulierement résistants a la sécheresse peuvent adopter deux stratégies différentes.

Certaines espéces gardent leur pool de chlorophylle intact au cours du desséchement. Une grande
part de I’énergie lumineuse captée et convertie en énergie électrochimique au niveau des centres
réactionnels serait alors en excés. Ces especes devraient alors se munir d’importants mécanismes
protecteurs contre les radicaux libres formes. Ces especes correspondent aux especes
"homoiochlorophyllous”. D’autres especes, réduisent leur concentration en chlorophylle afin
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d’absorber moins d’énergie lumineuse et d'avoir ainsi moins d’énergie électrochimique en exces.
Ce sont donc des especes "poikilochlorophyllous”.

Les enzymes de la photosynthese sont affectées par le stress hydrique. La RuBisCO est une
enzyme clé du métabolisme de carbone dans les feuilles; elle a une double fonctionnalité
carboxylase et oxygénase qui est régulée par le rapport CO,/O,. Cette enzyme diminue
remarquablement dans des conditions de stress hydrique (Parry et al., 2002 ; Zhou et al, 2007).
L'inhibition de l'activité de la RuBisCO pendant un stress hydrique est associée a une
acidification du stroma des chloroplastes et a des altérations de la structure des chloroplastes.
L’inhibition de l'activité de la RuBisCO est également liée a un changement de conformation de
I’enzyme. La diminution de la photosynthése résulterait de I'absence de la régénération du
substrat (Lawlor et Tezara, 2009).

Les plastes peuvent perdre I’activité d’autres enzymes du cycle de Calvin tels que le malate
déshydrogénase NAD-dépendante, le fructose-1,6-bisphosphatase...etc (Ramachandra et al.,
2004)

Malgré les rares études faites sur I’évolution des activités des enzymes impliquées dans la
régénération du RuBP, la sedoheptulose-1-7-bisphosphatase (SBPase) et la fructose-1-6-
bisphosphatase sont celles qui sont les plus fortement affectées par les conditions
environnementales, en particulier le stress hydriqgue méme pour des intensités de stress faibles.
Ces enzymes pourraient étre les éléments clés de la régulation de la régénération du RuBP (Allen
etal., 1998 ; Flexas et al., 2004a)

11.1.5.2.2. Au niveau de la phase claire (Photoinhibition).

Les plantes absorbent la lumiére du soleil pour alimenter les réactions photochimiques de la
photosynthése. Toutefois, I’absorption d’une forte lumiere peut endommager I'appareil
photosynthétique, principalement le photosysteme 11 (PSIIl) (Powles, 1984 ; Andersson et Aro,
2001).

Les organismes photosynthétiques sont en mesure de surmonter les photo-dommages par une
réparation rapide et efficace du PSII sous des conditions normales de lumiére (Andersson et Aro,
2001).

La photoinhibition résulte d’un déséquilibre entre le taux de photo-dommage de PSII et le taux
de réparation des PSlls endommagés (Takahashi et Murray, 2011). Le taux de photo-dommages
est directement proportionnel a I’intensité lumineuse absorbée par le centre réactionnel du PSII
(Tyystjarvi et Aro, 1996 ; Anderson et Chow, 2002). Lorsque les cellules photosynthétiques sont
exposées a de faibles intensités lumineuses, le taux de réparation est plus élevé que le taux de
photo-dommage et par conséquent la photoinhibition est pratiquement nulle.

Toutefois, lorsque les cellules sont exposées a de fortes intensités lumineuses, le taux de photo-
dommage excede le taux de réparation, il y a donc une accumulation de PSllIs inactifs, ce qui
entraine la photoinhibition (Nishiyama et al., 2006).

La photoinhibition joue un rdle protecteur important car elle permet de réduire le taux de
transfert d’électrons sous I’effet d’une intensité lumineuse élevée. Elle est caractérisée par la
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formation de centre réactionnel (PSIl) photochimiquement inactif dans lequel I’énergie
lumineuse est transformée en chaleur (Powles, 1984 ; Barber and Andersson, 1992).

Des etudes sur les effets de la lumiere monochromatique, particulierement les ultraviolets et la
lumiere bleue sur les photo-dommages du PSII ont montré que le spectre d’action de photo-
dommage du PSII est totalement différent du spectre d’absorption des chlorophylles et des
caroténoides (Hakala et al., 2005 ; Sarvikas et al., 2010) mais ressemble a celui des composés
contenant du manganeése, telle que la Mn-catalase (Hakala et al., 2005).

Les photo-dommages du PSII se produisent dans le complexe de photolyse de I’eau (OEC) en
libérant I’ion manganése (Mn*") (Hakala et al., 2005 ; Zsiros et al., 2006 ; Antal et al., 2009), ce
qui suggére que la perturbation des atomes de manganése lors de I'absorption de la lumiére est un
événement primaire du photo-dommage (Tyystjarvi, 2008). Cette photoinactivation du complexe
de photolyse de I’eau (OEC), inhibe le transfert des électrons de I’eau vers le centre réactionnel
oxydé (Hakala et al., 2005).

Lorsque le complexe de photolyse de I’eau est endommageé, le transfert des électrons de I’eau
vers le centre réactionnel P680 oxydé (P680") est bloqué, et les niveaux de P680 oxydé restent
élevés Le P680" étant un oxydant fort, il endommage le centre réactionnel par oxydation des
protéines et des acides aminés environnants, en particulier la protéine D1 (Melis, 1999). Des
radicaux libres (P680 triplets, puis *0, et '0,) peuvent alors se former, entrainant ainsi une
modification chimique des P680 (Anderson et Chow, 2002).

11.1.5.2.3. Intervention de la fluorescence chlorophyllienne dans [I’estimation de la
photoinhibition

L’énergie lumineuse absorbée par les molécules de chlorophylles dans les feuilles peut étre, soit

utilisée dans les réactions photochimiques pour la photosynthése, soit se dissiper sous forme de

chaleur ou bien étre réémise sous forme de lumiere par la chlorophylle : ¢’est la fluorescence.

Le PSII est le principal composant de la chaine photosynthétique a étre affecté par la
photoinhibition. En effet, sous un stress hydrique séveére, le transport des électrons de I’O2 et la
diminution du quenching photochimique sont incapables de dissiper I’exces de I’énergie
d’excitation causant ainsi des photo-détériorations au niveau du PSII (Nogués et Baker, 2000).
Au cours d’un stress hydrique I’efficience du PSII (®PSII) et le quenching photochimique (qP)
des différentes espéces ont marqué d’importantes diminutions chez Olea europaea L.,
Rosmarinus officinalis L. et Lavandula stoechas L. (Nogués et Baker, 2000).

La photoinhibition peut étre mise en évidence par des mesures de fluorescence (Krause, 1988 ;
Adams et al., 2006). La fluorescence permet d’estimer la capacité des plantes a tolérer un stress
et le degreé avec lequel ce stress endommage I’appareil photosynthétique.

e Principe de mesure de la fluorescence

La mesure de la fluorescence de la chlorophylle est un moyen utilisé pour évaluer I'intégrité du
photosysteme Il (PSII) lors d'une exposition a un déficit hydrique (Smethurst et Shabala, 2003).
La fluorescence de la chlorophylle fournit des informations utiles sur la performance
photosynthétique des feuilles de nombreuses plantes soumises au déficit hydrique (Baker et
Rosengvist, 2004).
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L'un des paramétres le plus freqguemment utilisé pour estimer la fluorescence dans des conditions
de stress, telle que la sécheresse, est le rendement quantiqgue maximum de la photochimie du
PSII (F./Fn). Il est généralement considéré comme une mesure efficace du statut
photosynthétique. C’est aussi le parametre le plus fréeqguemment utilisé, pour estimer le degre de
photoinhibition (Rohacek et al., 2008). En effet, il quantifie I'efficacité photochimique maximale
du PSII et la capacité d’ouvertures des centres réactionnels du PSII.

Lorsqu'une plante saine est adaptée a I'obscurité, les mécanismes de photoprotection régulant la
dissipation de I'énergie sous forme de chaleur sont désactivés (Li et al., 2002). Dans ces
conditions, I'efficacité du transfert de I'énergie absorbée et de son utilisation par les réactions
photochimiques du PSII est alors maximale tandis que la portion de I'énergie dissipée sous forme
de chaleur et perdue sous forme de fluorescence est minimale. Ainsi, lorsque I'on éclaire une
feuille préalablement adaptée a I'obscurité avec une lumiére non-actinique (d'une trop faible
intensité pour induire la photosynthese), les PSlls sont ouverts (c.-a-d tous les accepteurs
d'électrons QA et QB sont oxydés) et leur efficacité photochimique est maximale. Dans cet état,
la fluorescence chlorophyllienne est minimale (Fo) (Fig. 10).

Measuring light alone
Saturating pulses, PS Il closed
Actinic light, PS Il partially ¢

Time (min)T

T 685 umol photons m2s-1
0.1 umol photons m2s-1 0.1 umol photons m2s-1

Figure 10. Schéma du protocole de mesure de fluorescence modulée (Baker et Rosengvist,
2004).

Si on éclaire la plante adaptée a I'obscurité avec une lumiere saturante pendant un court moment
(1-2 secondes), les QA sont reduites et les PSlls se ferment (incapables de compléter les
réactions photochimiques primaires). L'énergie absorbée par les PSlls fermés ne pouvant pas
libérer un électron, la fluorescence est alors maximale (Fm). L'efficacité photochimique
maximale des PSIlIs peut étre estimée par le parametre Fv/Fm ((Fm-Fo)/Fm) (Maxwell et
Johnson 2000). Le Fv/Fm est habituellement de 0,83 pour les plants sains. Cette valeur
diminuera selon la proportion des PSlls endommages. En conditions de stress intense, des
valeurs tres basses, peuvent étre observées (Heckathon et al., 1997 ; Nogues et Baker, 2000).
Cette valeur est donc est représentative du degré de photoinhibition de la plante.
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Si lI'on soumet une feuille de fagon prolongée a une lumiére actinique, les accepteurs QA
initialement réduits seront oxydés progressivement suite & la «réadaptation» de la feuille a la
lumiére par la réactivation du cycle de Calvin et I'ouverture des stomates. De plus, le mécanisme
de dissipation de I'énergie par la chaleur se remet en place. La portion de I'énergie allant en
photochimie et en dissipation par la chaleur augmente progressivement, se traduisant par la
baisse de la fluorescence.

Production de formes réactives d’oxygene — stress oxydatif

Les processus liés a la réduction des composants de la chaine de transport des électrons
photosynthétiques et les pigments excités font du chloroplaste la principale source des ROS dans
les feuilles (Karpinski et al., 2010). L'exces d'énergie lumineuse absorbée par rapport a la
capacité d'assimilation de la photosynthése favorise la production de radicaux libres pouvant
causer des dommages oxydants et ainsi diminuer la productivité végétale.

Un radical libre est une molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur ses
orbitales électroniques externes. La présence d’un électron libre confére a ces molécules, une
grande instabilite, elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux composés. Les ROS sont
produites dans le chloroplaste (a la lumiére), dans la mitochondrie et dans les peroxysomes.
L’oxygene moléculaire est relativement non réactif dans sa configuration normale. Au cours de
I"activité métabolique, 1’0, peut générer des états excités réactifs : 1’oxygéne singulet (*O,), le
radical superoxyde (O,™) et le peroxyde d’hydrogene (H»O,), et le radical hydroxyle (OH), ce
dernier est connu comme I’oxydant le plus puissant (Racchi, 2013).

Les especes réactives de I’oxygene sont extrémement dangereuses pour les plantes. Les radicaux
libres sont des oxydants redoutables, capables d’arracher des électrons aux macromolécules
organiques cellulaires, provoquant la peroxydation des lipides membranaires (Verma et Dubey,
2003), la dénaturation des protéines et des mutations de I’ADN (Gill et Tuteja, 2010). Ces
oxydations perturbent le métabolisme cellulaire normal et causent des dommages moléculaires
qui peuvent méme entrainer la mort de la cellule (Racchi, 2013).

La machinerie photosynthétique est endommagée par les especes réactives de I’oxygene. Dans
certaines conditions, les ROS peuvent étre impliquées dans I’endommagement des PSlIs (Aro et
al., 2005) ; la dégradation de la protéine D1 a été stimulée par la formation de radicaux ‘OH
(Miyao et al., 1995) ou par I’oxygéne singulet (*O,) (Hideg et al., 1994 ; Okada et al., 1996).

Formation des différents ROS au niveau du chloroplaste

Le transfert d’électron photosynthétique génére I’anion superoxyde (O;™), le peroxyde
d’hydrogéne (H,0-) et le radical hydroxyle ('OH), tandis que I’oxygéne singulet (*O-) est formé
au niveau des antennes LHCII au cours du transfert d’énergie de la chlorophylle triplet a
I’oxygene triplet (Asada, 1999 ; Kreslavski et al., 2012).

En condition d’exces de lumiere, la limitation de I’activité photosynthétique par la vitesse des
réactions d’assimilation du CO, entraine une réduction de I’utilisation du NADPH et de I'ATP
produits par la chaine photosynthétique. Il en résulte une saturation de la chaine de transfert
d'électrons. Les photosystemes ne peuvent alors plus évacuer les charges électroniques provenant
de I’exces de photons absorbés.
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Les ROS sont principalement formées au niveau du PSII (LHCII et du centre réactionnel) et du
coté accepteur du PSI.

» Au niveau du PSII, les molécules de chlorophylles des centres réactionnels ne peuvent plus
se désactiver par photochimie. Les chlorophylles a I’état triplet (3Chl*) réagissent alors avec
I’oxygéne (forme triplet %0, & I’état fondamental) pour donner naissance & I’oxygéne
singulet (*O,) hautement réactif (Fig. 11). L’oxygéne singulet ainsi formé réagit avec des
biomolécules et conduit directement a I’oxydation de protéines, acide gras insaturé et de
I’ADN (Wagner et al., 2004). L’oxygeéne singulet est une forme active de I’oxygene
responsable du declenchement de la mort cellulaire (Krieger-Liszkay et al., 2008).

Toujours au niveau du PSII, les électrons provenant de I’oxydation de I’eau tendent a réagir
avec I’oxygéne moléculaire environnant. La réduction de I’oxygéne est alors partielle et
aboutit a la formation d’anion surperoxyde (O,™) en partie transformés par la suite en H,0,
(peroxyde d’hydrogene) catalysée par la superoxyde dismutase SOD (réaction de Mehler)
(Fig. 11).

» Au niveau du PSI, c’est au niveau de la ferrédoxine/NADP+ oxydoréductase que 1’0, est
réduit en O, (ion superoxyde) (Wise, 1995 ; Niyogi, 1999) (Fig. 11).
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Figure 11. La production des ROS dans le chloroplaste (In Signorelli et al., 2015). chi:
chlorophylle, Chl*: chlorophylle excité, PSI: photosystéme |, PSII : photosysteme Il, Cyt: cytochrome, PQ:
plastoquinone, PC : plastocyanine.

Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) est facilement produit dans les cellules dans des conditions
normales ou stressantes (sécheresse, froid, UV, pathogenes...). Le H,O, est généralement
produit au cours de la chaine de transport d’électrons des chloroplastes, des mitochnondries et la
membrane du réticulum endoplasmique ou par la photorespiration. Le peroxyde d’hydrogene
ainsi formé par I’action des SOD et par la photorespiration n’est pas un radical libre mais malgré
tout un intermédiaire réduit, toxique qui posséde une durée de vie relativement longue (quelques
minutes) (Mittler et Zilinskas, 1991). Il posséde également la capacité de se diffuser loin de son
site de production et peut traverser les membranes en utilisant les canaux aqueux (aquaporines)
gréce a sa grande similitude chimique avec H,O (Bienert et al., 2007). La toxicité du H,O, est
principalement liée a sa capacité a produire le radical «OH ; ce radical est hautement réactif
parmi tout les autres ROS, est particulierement delétére vis-a-vis de tous les constituants
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cellulaires mais sa durée de vie est trés courte (de I’ordre de la microseconde) (Parent et al.,
2008).

11.1.6. Mécanismes de photoprotection

11.1.6.1 Protection de I’appareil photosynthétique:

Différentes études suggerent que transport cyclique autour du photosystéeme | (PSI) peut
conduire a une consommation supplémentaire d’équivalents réduits et peut ainsi agir comme un
puits d'électrons important pour I'énergie d'excitation excessive (Yokota et al., 2006), ainsi
gu’une augmentation de la dissipation thermique dans les antennes du photosysteme Il (PSII)
(Teraza et al., 2003) et la photorespiration (Parida et Das, 2005).

11.1.6.1.1. Quenching non photochimique : dissipation thermique de I’énergie lumineuse
par les caroténoides.

La premiére ligne de défense de la plante contre I'exces de lumiére absorbée est la dissipation de
I’énergie dans les antennes, sous forme de chaleur (Ma et al., 2003). Lorsqu'il y a un surplus
d'énergie absorbé, le renouvellement du NADP™ par le cycle de Calvin se fait plus lentement que
leur réduction par les électrons de la chaine de transport photosynthétique. La phosphorylation
de I'ADP en ATP utilisant le gradient de H™ des thylakoides devient insuffisante ce qui améne a
une acidification du lumen. Cette acidification est propice a I’activation du cycle des
xanthophylles dans les membranes thylakoidiennes.
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Figure 12. Cycle des xanthophylles chez les plantes supérieures (In Koyro et al., 2014). La
violaxanthine dé-époxydase (VDE) catalyse la dé-époxydation de la violaxanthine en zéaxanthine du c6té du lumen,
en présence d’un exces de lumiére. La zéaxanthine époxydase (ZE) calatlyse la réaction inverse du coté du stroma et
dans I’obscurité ou a une faible luminosité. La zéaxanthine s’accumule donc sous une intensité lumineuse qui
dépasse la capacité photosynthétique.
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Le cycle des xanthophylles constitue un mécanisme biochimique qui permet la dissipation
thermique de I’énergie lumineuse regue par les feuilles. Les xanthophylles impliquées dans ce
processus sont associées a I’antenne du PSII. En effet, un pH acide active la violaxanthine dé-
époxydase, une enzyme qui provoque de maniere réversible, la dé-époxidation de la
violaxanthine en anthéraxanthines puis en zéaxanthine (Yamamoto, 1979 ; Li et al., 2002). (Fig.
12).

Le quenching non-photochimique (NPQ) implique deux processus activés par I’acidification du
lumen, la transformation de la violaxanthine en zeaxanthine et la protonation de plusieurs
protéines contenues dans I’antenne (LHCII) du PSII. Ce processus est induit par une forte
lumiére et en présence d’un bas pH a l'intérieur des thylakoides (Choudhury et Behera, 2001).

Pour participer a la dissipation d’énergie excédentaire, la zéaxanthine doit se fixer sur la protéine
PsbS, protéine clé du PSII. La fixation nécessite auparavant la protonation de sites spécifiques
qui entraine un changement conformationnel de la protéine PsbS (Li et al, 2002 et 2004 ; Adams
et al., 2006). La chlorophylle excitée peut alors se lier a d’autres sites spécifiques sur la PsbS et
évacuer son énergie excédentaire par transfert a la zéaxanthine (Niyogi et al., 2005) (Fig. 13).
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Figure 13. Dissipation thermique de I’énergie excédentaire par la zéaxanthine.

La zéaxanthine dissipe I’énergie sous forme de chaleur, diminuant ainsi la proportion de I'énergie
atteignant la voie photochimique. Puisque ce mécanisme diminue la pression d'excitation sur le
PSII, la formation de radicaux libres est atténuée (Lisar et al., 2012). La zéaxanthine peut aussi
étre libre dans la membrane, dans ce cas, elle est supposee étre impliquée dans la protection de la
membrane en limitant la péroxydation des lipides membranaires (Morosinotto et al., 2003).

11.1.6.1.2. Les voies alternatives de consommation des électrons
- Consommation des électrons par la photorespiration.

Lorsque le flux des électrons vers la carboxylation est réduit, celui vers la photorespiration peut
permettre de consommer les électrons excédentaires (Wingler et al., 2000 ; Cornic et Fresneau,
2002 ; Lawlor et Cornic, 2002).

La RuBisCO possede la particularité de fixer de maniére compétitive le CO, et I’O, (Ogren,
2003). Ainsi, selon que son activité est de type carboxylase ou oxygénase, la RuBisCO initie
respectivement le cycle de Calvin ou le cycle photorespiratoire.
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La photorespiration tient son nom du fait que ce processus consomme de I’O, et aboutit a un
rejet de CO, a la lumiére. La photorespiration conduit a une perte d’énergie et de carbone mais
jouerait un rdle physiologique important en drainant I’exces de pouvoir réducteur, lorsque
I’apport en CO, est limitant, évitant ainsi la formation de formes toxiques de I’oxygene et
limiterait les dommages subis par I’appareil photosynthétique (Kozaki et Takeba, 1996).

L’oxygénation du RuBP conduit a la formation d’une molécule de 3-PGA (disponible pour le
cycle de Calvin) et d’une molécule de phosphoglycolate.

Le phosphoglycolate est déphosphorylé en glycolate dans le chloroplaste, oxydé en glyoxylate
dans les peroxysomes et donne lieu a la formation de glycine suite & une réaction de
transamination dans la mitochondrie. Au sein des mitochondries, deux molécules de glycine sont
décarboxylées et donnent lieu a la formation d’une molécule de sérine, d’une molécule de NH,"
et d’une molécule de CO, (Tolbert, 1982). L’ammonium (NH4"), dont I’accumulation est
toxique pour la cellule végétale, est ensuite recyclé par le cycle GS/IGOGAT (Glutamine
synthase/Glutamate synthase) au sein des chloroplastes.

Aprés transport de la mitochondrie vers les peroxysomes, la sérine est convertie en
hydroxypyruvate, qui est a son tour réduit en glycérate par I’hydroxypyruvate réductase. Le
glycérate est alors phosphorylé par la glycérate kinase dans le chloroplaste, et le
phosphoglycérate qui en résulte est converti en RuBP par le cycle de Calvin (Fig. 14).
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Figure 14. Séquence de réactions et de compartimentation dans la photorespiration (In

Sonnewald, 2013). La synthése de la sérine nécessite deux molécules de glycine. La réaction de la Rubisco et la
synthese de glycine a partir du 2-phosphoglycolate se produit deux fois (représentée sur la figure par un fond
orange). 1 : phosphoglycolate phosphatase, 2 : glycolate oxydase, 3 : catalase, 4 : serine-glyoxylateaminotransférase
et la glutamate-glyoxylate aminotransférase, 5: complexe de la décarboxylation de glycine, 6 : hydroxypyruvate
réductase, 7 : glycérate kinase, 8: cycle de glutamate synthase/glutamine synthétase, 9 : transporteur glycérate-
glycolate, 10: transporteur d’acide amingé, 11: transporteur malate-glutamate, 12 : transporteur malate-2-
oxoglutarate, FD : ferredoxine.
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Les réactions chimiques de la photorespiration impliquent une coordination étroite entre les
métabolismes des chloroplastes, des mitochondries et des peroxysomes, organites souvent
proches les uns aux autres dans les cellules photosynthétiques des végétaux supérieurs (Fig. 14).

La photorespiration constitue un mécanisme possible de photoprotection des plantes soumises a
un exces d’éclairement. En effet, ce processus complexe qui implique des reactions se déroulant
dans le chloroplaste, le peroxysome et la mitochnondrie, court-circuite les réactions
d’assimilation du carbone par la photosynthese tout en consommant une partie du NADPH et de
I’ATP formés a la lumiere.

La photorespiration est donc un processus de photo-oxydation du carbone, susceptible de
protéger la plante de I’exces d’énergie lumineuse regue par la plante. Bien qu’il apparaisse
comme un meécanisme colteux en énergie et peu rentable, ce mécanisme physiologique remplit
le rdle de «soupape de sécurité » du photosysteme, en évitant la saturation de la chaine de
transporteurs des électrons chloroplastique (Wingler et al., 2000). De plus, la photorespiration
produit des métabolites comme la sérine ou la glycine, précurseurs d’antioxydants (tel le
glutathion pour la glycine). La photorespiration pourrait ainsi participer a la protection contre les
dommages oxydatifs (Wingler et al., 2000).

En condition de stress hydrique, la fermeture des stomates provoque une baisse de la teneur
interne en CO, favorisant ainsi la photorespiration.

- Consommation des électrons par le cycle de Mehler « cycle eau-eau ».

D’autres puits alternatifs d’électrons peuvent étre sollicités en conditions de stress hydrique. La
réaction de Mehler participe a I’utilisation d’électrons surnumeéraires au niveau des PSI, lorsque
la vitesse de réduction du NADP+ en NADPH est supérieure a la vitesse d’oxydation du
NADPH par les réactions d’assimilation du CO,. (Fig. 15).
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Figure 15. Différentes voies de balayage des ROS dans la plante (Mittler et al., 2004). A- le cycle
eau-eau (réaction Mehler); B- le cycle ascorbate-glutathion ; C- le cycle glutathion peroxydase. La superoxyde
dismutase (SOD) agit comme la premiére ligne de défense permettant la conversion de O, en H,0,, puis la
peroxydases d'ascorbate (APX), la glutathion peroxydases (GPx) et la catalase (CAT- non représenté) éliminer
H,0,. A la différence de la CAT, a la fois APX et GPX nécessitent I’ascorbate (AsA) ou le glutathion (GSH) qui
utilisent des cycles de régénération des électrons de la photosynthése (A) ou NAD(P)H (B, C). Les ROS sont
indiquées en rouge, les enzymes piégeant les ROS en vert et les antioxydants de faible poids moléculaire en
bleu. Abréviations: DHA : déshydroascorbate, DHAR : DHA réductase, Fd : ferredoxine, GR : glutathion réductase,
GSSG : glutathion oxydé, MDA : monodehydroascorbate, MDAR : MDA réductase, PSI : photosystéme I.
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La réduction des molécules d’H,O en O, au niveau des PSlI initie le transfert d’électrons par la
chaine de transporteurs. Cependant, si des électrons sont en exces, O, peut étre réduit en anion
superoxyde (0,7) (Fig. 15).

Gréace a I’intervention successive de la SOD et de I’APX, I’anion superoxyde formé est ensuite
converti en peroxyde d’hydrogéne (H,0O;) puis en eau. Ce cycle de régénération des molécules
d’eau est aussi appelé "water-water cycle". Ce cycle implique aussi la régénération de I’acide
ascorbique (cycle de I’ascorbate). (Fig. 15).

11.1.6.2 Limitation des conséquences cellulaires du stress oxydatif - systéeme de
détoxification des radicaux libres.

Les moyens de défense développés par la plante pour lutter contre les ROS sont nombreux et
différents selon les especes réactives produites.

11.1.6.2.1. Synthése des antioxydants et d’enzymes antioxydantes.

Au cours de I’évolution, les plantes ont acquis un degré de contrdle sur la toxicité des ROS en les
utilisant comme molécule de signalisation pour créer des mécanismes de défense. En outre, les
ROS jouent un réle crucial dans les processus de développement dans tous les organismes
vivants (Dowling et Simmons, 2009). Dans des conditions de croissance normales, la production
des ROS dans les cellules est faible (Polle, 2001) et les ROS sont en equilibre avec les molécules
antioxydantes. Les chloroplastes ont développé des mécanismes enzymatiques et non-
enzymatiques qui piegent les ROS et atténuent leurs effets nefastes.

Les défenses purement enzymatiques comprennent une variété de piégeurs de radicaux libres, tel
gue la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), ascorbate peroxydase (APX) et la
glutathion peroxydase (GPX), qui protegent en piégeant directement les radicaux superoxydes et
le peroxyde d’hydrogéne. L’homéostasie des défenses peut étre perturbée dans des conditions de
stress, qui augmente la production des ROS (Polle, 2001).

Les défenses non-enzymatiques comprennent les composés a propriétés antioxydantes
intrinséques, hydrophiles tels que I’ascorbate (vitamine C), le glutathion, et les composés
phénoliques et des métabolites lipophiles comme les caroténoides et I’a—tocophérol (vitamine E)
(Gill et Tuteja, 2010). Les antioxydants agissent comme des donneurs d’électrons, réduisant les
ROS a des molécules moins nocives. Pour réduire les effets néfastes des ROS, les organismes
aerobies sur-régulent a la fois les défenses enzymatiques et non-enzymatiques (Apel et Hirt,
2004).

e Les antioxydants non-enzymatiques.

L’acide ascorbique (AsA) et le glutathion (GSH), qui sont couplés les uns aux autres a travers le
cycle de ascorbate/glutathion, sont les principaux antioxydants hydrosolubles des cellules
végetales. Ces principaux métabolites sont présents & des concentrations élevées (en mM) dans le
chloroplaste et dans d’autres compartiments cellulaires. Ils ont aussi un réle essentielle dans la
réponse au stress et dans le développement des organes (Arrigoni et Tullio, 2002 ; Noctor et al.,
2002).
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L’acide ascorbique (vitamine C) est considéré comme I’antioxydant le plus puissant de la
cellule végetale en raison de sa capacité a donner des électrons dans un certain nombre de
réactions enzymatiques et non-enzymatiques. Il peut également récupérer directement I’O,™ et
le OH" et régénérer les caroténoides et le a—tocophérol oxydés, fournissant ainsi une protection
de la membrane (Gill et Tuteja, 2010).

Le glutathion est un tripeptide contenant un groupe thiol (acide glutamique-cystéine-glycine)
qui est sous forme réduite dans tous les compartiments de la cellule végétale. Il est le principal
thiol non-protéique, co-facteur de plusieurs enzymes de détoxification et participe a plusieurs
processus physiologiques tels que la régulation du transport de soufre, la désintoxication des
xenobiotiques, la transduction de signal et I’expression de géne de défense de stress (Xiang et al.,
2001 ; Noctor et al., 2002).

Les caroténoides, qui représentent les principaux antioxydants lipophiles, sont des molécules
dérivés d’isoprénoides. Sur la base de leur composition, les caroténoides sont divisés en deux
classes : les carotenes ne contiennent que des atomes de carbone et d’hydrogéne tandis que les
xanthophylles sont les formes oxygénées des carotenes. Les caroténes participent aux réactions
photochimiques, et les xanthophylles interviennent dans les systéemes de protection (Kranner et
al., 2002).

Les composés phénoliques sont l'un des groupes principaux de métabolites secondaires des
plantes, il comprend plus de 9000 differents composés. Les composés phénoliques regroupe un
vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins un noyau aromatique et un ou
plusieurs groupements hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (éther, ester...)
(Bamforth, 1999).

11.1.6.2.2. Les composés phénoliques

a) Structure et classification. lls sont communément classés en fonction des voies de
biosynthése impliquées dans leur élaboration. On distingue ainsi une dizaine de grandes
classes de composés regroupant des formes simples (phénols simples, acides
hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques, coumarines, naphtoquinones, stilbenes,
flavonoides et lignanes...) et des phénols condensés issus de la polymérisation des lignanes
(lignines) ou de certains flavonoides (tanins) (Macheix et al., 2005).

a.1l) Les acides phénoliques, dérivent de l'acide hydroxybenzoique (C¢-C1) et de l'acide
hydroxycinnamique (Cs-C3, et dérivés) (Tab. 2), peuvent étre présents soit sous forme libres soit
conjugués avec des sucres ou des acides organiques ; ils peuvent aussi étre polymérisés et former
des structures plus complexes comme les tanins ou les lignines (Crozier et al., 2006; Jaganath et
Crozier, 2010).

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en Cg-C;, composée d’un noyau
benzénique avec une fonction acide. 1l possede 1 a 3 groupements hydroxyles. Les plus souvent
rencontrés sont les acides vanillique, syringique, gentisique et gallique.
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L’acide cinnamique est un composé Cg-C3 produit par la désamination de la phénylalanine
catalysée par la phénylalanine ammonia-lyase. L’acide cinnamique et les acides
hydroxycinnamiques sont aussi désignés sous le terme de phénylpropanoides. Leur squelette de
base est un noyau benzenique avec une chaine aliphatique a 3 carbones, avec un ou plusieurs
groupements hydroxyles souvent estérifiés.

Les acides hydroxycinnamiques les plus communs sont les acides caféique, p-coumarique,
férulique et sinapique. lls sont produits par des séries d’hydroxylation et de O-méthylation et
s’accumulent souvent sous forme d’esters. (Ribéreau-Gayon, 1968).

Tableau 2. Structure générale de quelques acides phénoliques

Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique
H H
R COOH Ry . - COOH
Ry H Ry H
Rs Ry R R3 R
Acide p-hydroxybenzoique H OH H Acide p-coumarique
Acide protocatéchique H OH OH Acide caféique
Acide vanillique H OH OCH; Acide férulique
Acide gallique OH OH OH
Acide syringique OCH; OH OCH; Acide sinapique

a.2) Les flavonoides sont un groupe important de composés polyphénoliques, ils sont formés a
partir des acides aminés aromatiques phenylalanine, tyrosine, et du malonate (Harborne, 1986).
La structure de base de flavonoide est le noyau flavane (Cs-C3-Cg), composé de 15 atomes de
carbone disposé en deux unités aromatiques, deux cycles en Cg (A et B), reliés par un cycle
pyranique central (C) (Fig. 16).

Figure 16. Structure de base des flavonoides

La plupart des flavonoides existent sous forme de glycosides, la nature du sucre variant
grandement selon les especes. Les substitutions modifient la solubilité des flavonoides, les
hydroxylations et les glycosylations rendent les composés généralement plus hydrophiles, alors
que d’autres substitutions, telle que la méthylation, les rendent plus lipophiles. Selon le degré
d’oxydation de I’hétérocycle C, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes, dont les plus
importants sont les flavonols, les flavones, les flavanones, les isoflavones, les flavan-3-ols et les
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les anthocyanes. Ces divers composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycosides (Stalikas, 2007).

Les flavonols sont des composés largement répandus. Les flavonols ont une fonction
carbonyle, une insaturation en position 2 et 3 et un groupement hydroxyle additionnel sur le
cycle (C). Les différents composés de cette sous-famille se distinguent par le degré
d’hydroxylation du cycle B (Tab. 3).

Tableau 3. Structure des flavonols et leurs substitutions

Flavonols

Position du compose 5 7 B 4 5
Quercétine OH OH OH OH H
Kaempférol OH OH H OH H
Myricétine OH OH OH OH OH

Les flavones sont structurellement trés proches des flavonols, la différence provenant de
I’absence de I’hydroxyle en C3 (Tab. 4). Il existe aussi de trés nombreuses substitutions des
flavones, telles que I’hydroxylation, la méthylation, les O- et C- alkylation et glycosylation.
Les flavones étant principalement sous forme de glucosides (Bohm, 1998).

Tableau 4. Sructure des flavones et leurs substitutions

Flavones

Position du composé 5 7 3’ 4’
Apigenine OH OH H OH
Lutéoline OH OH OH OH

Chrysine OH OH H H

Les flavanones sont les premiers produits de la voie de biosynthese des flavonoides. Elles
sont caractérisées par I’absence de la double liaison entre C, et C3. La plupart des flavanones
rencontrées dans la nature ont le cycle B rattaché au cycle C en C,. La structure des
flavanones est trés réactive et donne lieu a des réactions d’hydroxylations, de O-méthylations
et de glycosylations (Tab. 5).

Tableau 5. Structure des flavanones et leurs substitutions

Flavanones

¥ Position du composé 5 7 3 4
2z 4
A 3 \@5 Naringénine OH OH H OH
SN
6 3 Hespéretine OH OH OH OCH;
5
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Les Isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une
sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides. Contrairement a la plupart des
autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisees par la présence d’un cycle B fixé a la
position C3 plut6t que la position C2 (Tab. 6). lls ont une distribution tres limitée dans le
regne vegétal, elles se trouvent principalement chez les légumineuses et ont plusieurs
activités biologiques différentes. Au cours de ces derniéres années les isoflavonoides sont
devenues mieux connues pour leur rble de phytoalexines, composés antimicrobiens
synthétisés en réponse a une infection bactérienne ou fongique qui aident a limiter la
propagation de I’agent pathogéne envahisseur (Taiz et Zeiger, 2002).

Tableau 6. Structure des isoflavones et leurs substitutions

Isoflavones

s 1 Position du composé 5 7 4
Genisteine OH OH OH
Daidzeine H OH OH

Les flavan-3-ols sont la catégorie de flavonoides la plus complexe. Ces composés vont des
simples monomeres ((+)-catéchine et son isomeére (-)-épicatéchine) qui se différencient par la
stéréochimie des carbones asymétriques C, et Cs et par le niveau d'hydroxylation du noyau
B, jusqu’aux oligomeres et polyméres de proanthocyanidines. Les proanthocyanidines sont
formées de la catéchine et de I’épicatéchine avec des couplages oxydatifs entre les positions
C4 de I’héterocycle et Cg ou Cg du monomere adjacent. Les oligomeres de procyanidines
sont formés de 2 a 5 unités de catéchines ou d’épicatéchines, les polymeres étant formes de 6
unités ou plus. De plus, les flavan-3-ols peuvent étre estérifiés avec I’acide gallique ou bien
hydroxylés pour former des gallocatéchines (épicatéchine gallate, epigallocatéchine,
épigallocatéchine gallate) et des gallotanins (Tab. 7).

Tableau 7. Structure des flavan-3-ols et leurs substitutions

Flavan-3-ols

3 Position du composé 3 5 7 3 45

: P
N 2©5 (+)-Catéchine OH OH OH OH OH H
;C(jz\ ° (-)-Epicatéchine OH OH OH OH OH H
; : > (-)-Epigallocatéchine OH OH OH OH OH OH

Les anthocyanes sont largement répandus dans le régne végetal. Ils sont I’objet d’une
attention particuliere car ce sont les matieres colorantes les plus importantes et les plus
répandues dans les plantes (Mazza et Miniati, 1993).

Leur structure de base est caractérisée par un noyau «flavone» généralement glucosylé en
position C3 (Riberau-Gayon et al., 1998). Les anthocyanes se différencient par le degré
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d'hydroxylation et de méthylation de leur cycle (B), par la nature, le nombre et la position des
oses liés a la molécule (Tab. 8). L'aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement
chromophore du pigment. Les anthocyanidines ne sont présents que sous forme des conjugués
glycosylés, les anthocyanines. Les anthocyanidines sont aussi capables de former des conjugués
avec les acides hydroxycinnamiques et les acides organiques (acide malique et acide acétique).

Tableau 8. Structure des anthocyanidines et leurs substitutions

Position du composé 3 5 7 5 4’ 5

wn

I= Cyanidine OH OH OH OH OH H

2 Pétunidine OH OH OH OH OH OCH,

g Péonidine OH OH OH OCH; OH H

g Délphinidine H OH OH OH H OH

2 . . Pélargonidine OH OH OH H OH H
Malvidine OH OH OH OCH; OH OCH;

b) La voie de biosynthese des composés phénoliques

Les deux acides aminés aromatiques, la phénylalanine et la tyrosine sont a I’origine de la
formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. Ils sont eux-mémes formes
a partir des sucres simples issus du métabolisme primaire, par la voie bien connue de I’acide
shikimique. La phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la tyrosine ammonia-lyase (TAL)
catalysent la désamination non-oxydative de la phénylalanine et de la tyrosine pour donner
respectivement I’acide cinnamique et I’acide p-coumarique. L’addition d’un groupement
hydroxyle en position 4 du noyau aromatique de I’acide cinnamique par la cinnamate 4-
hydroxylase (C4H) permet également de former I’acide p-coumarique (Fig. 17).

Sous I’action de la 4-coumarate CoA ligase (4CL), I’acide p-coumarique peut former le
p-coumaroyl-CoA, précurseur des voies de biosynthese des flavonoides, isoflavonoides, acides
hydroxycinnamiques, dihydrochalcones, lignines et tanins.

Les flavonoides sont des composés mixtes, leur structure en Cg-C3-Cg est le produit des deux
voies de synthése des composés phénoliques, le noyau B et le pont carboné constituant une unité
phénylpropanoide provenant de la voie de I’acide shikimique, alors que le noyau A vient de la
condensation de 3 motifs acétate via la voie de I’acétate. Les flavonoides proviennent donc de la
condensation d’un phénylpronanoide, le 4-coumaryl-CoA, avec 3 molécules de malonyl-CoA
donnant chacun 2 atomes de carbone. La réaction est catalysée par la chalcone syntheétase,
donnant ainsi le tétrahydroxychalcone, qui va a son tour donner tous les flavonoides (Winkel-
Shirley, 2001).
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Figure 17. Schéma des principales voies de la biosynthese des flavonoides (In Winkel-Shirley,

2001, modifié). En commencant par le métabolisme phénylpropanoide général donnant neuf principaux sous-
groupes: l'incolore chalcones, isoflavonoides, flavones, flavonols, et flavandiols, et les anthocyanes et les tanins
condensés. La premiére étape engagée est catalysée par la chalcone synthase (CHS), qui utilise malonyl-CoA et de
4-coumaroyl-CoA comme substrat. Les photographies illustrent les trois grandes classes de pigments dans la plantes
modeles, muflier, Arabidopsis, et le pétunia. La nodulation des racines par les rhizobiums, qui implique les flavones
ainsi que des molécules signal de flavanone et d'isoflavones. Les noms d’enzymes impliqués dans les étapes de
biosynthese sont abrégés comme suit: cinnamate 4-hydroxylase (C4H), chalcone isomérase (CHI), chalcone
réductase (CHR), chalcone synthase (CHS), 4-coumaroyl: CoA-ligase (4CL), dihydroflavonol 4-réductase (DFR),
7,2’-dihydroxy, 4’-methoxyisoflavonol déshydratase (DMID), flavanone 3-hydroxylase (F3H), Flavone synthase
(FS1 et FS2), flavonoide 3’ hydroxylase (F3’H) ou flavonoide 3’5’hydroxylase (F3’5’H), isoflavones O-
methyltransférase (IOMT), Isoflavone réductase (IFR), isoflavones 2’-hydroxylase (12°H), isoflavone synthase
(IFS), leucoanthocyanidine dioxygénase (LDOX), leucoanthocyanidine réductase (LCR), O-méthyltransférase
(OMT), phenylalanine ammonia-lyase (PAL), rhamnosyle transférase (RT), UDPG-flavonoide glycosyl transférase
(UFGT) et vestitone réductase (VR).
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Les chalcones servent ensuite de substrat aux chalcones isomérases (CHI) pour former les
flavanones. Ces derniéres servent de substrat aux flavones synthétases (FNS) pour la synthese
des flavones et aux flavanones 3-hydroxylases (FHT) pour la synthése des dihydroflavonols. Les
dihydroflavonols peuvent ensuite étre oxydées en flavonols par les flavonols synthétases (FLS).

La dihydroflavonol peut également étre réduite par les dihydroflavanols 4-réductases (DHFR)
pour former les leucoanthocyanidines, précurseurs des flavanols et des anthocyanes. Différentes
études ont deja montré la compétition des différentes enzymes pour le méme substrat mettant
ainsi en evidence un lien de régulation fort entre ces deux groupes de composés (Han et al.,
2012). En effet, les leucoanthocyanidines peuvent étre réduites en catéchine sous I’action des
leucoanthocyanidines réductases (LAR) ou étre synthétisées en anthocyanes sous I’action des
anthocyanes synthétases (ANS) (Fig. 17).

Les anthocyanes peuvent également étre réduits par les anthocyanidines réductases (ANR) pour
former I’épicatéchine et son épimere la catéchine (Gargouri et al. 2009). La catéchine et
I’épicatéchine peuvent ensuite se polymériser pour former les procyanidines (He et al. 2008).

c) Localisation cellulaire des composés phénoliques et des enzymes de biosynthese

Les composés phénoliques, comme I’ensemble des métabolites secondaires se répartissent tres
inégalement entre les especes végétales, les variétés, les stades d’évolution physiologique et les
organes ou tissus considérés (Macheix et al., 2005).

La voie de I’acide shikimique appartient au métabolisme primaire et fournit les acides aminés
aromatiques, parmi lesquels le précurseur du métabolisme des phénylpropanoides, la
phénylalanine. Des études récentes ont également mis en lumiére I’importance d’intermédiaires
métaboliques de la voie du shikimate dans la voie de biosynthése des phénylpropanoides.

A I’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugues, avec
des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur
toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides
liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol
(Macheix et al., 2005).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur réle dans la plante et peut étre
trés caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par
exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans I’épiderme. Au
niveau de la plante entiere, il faut noter que certains composés ne sont accumulés que dans des
organes bien definis (Cheynier et Sarni-Manchado, 2006).

Des études d’immunolocalisation ont permis de mettre en évidence la localisation d’une majorité
des enzymes de biosynthése des phénylpropanoides au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique (Macheix et al., 2005). Plus particulierement, les procyanidines seraient
polymeérisées dans la vacuole, aprés transport des catéchines glycosylées dans ce compartiment,
avant d’étre transportés dans la paroi (Zhao and Dixon, 2009).
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d) Roles des composés phénoliques.

Les composés phénoliques, principalement sous forme de lignines, sont des éléments structurels
de la paroi cellulaire, constituant une barriere mécanique et microbiologique (Cvikrova et al.,
2006). Les autres composés phenoliques non structurels ont de nombreux réles :

v un rble de protection contre les dommages UV : les substances phénoliques absorbent tous
dans le domaine spectral de I’ultraviolet (UV) (Solovchenko and Merzlyak, 2003). Leur
présence dans les tissus les plus externes des plantes (épiderme des feuilles, des fruits...)
permettrait ainsi de limiter la pénétration de ces rayonnements et de protéger les structures
végétales sensibles comme I’ADN, les pigments photosynthétiques, les lipides
membranaire (Macheix et al., 2005).

v Les composés phénoliques sont présents dans la plupart des graines de plantes, en les
protégeant contre les agents pathogenes microbiens et des insectes nuisibles et en
participant a la maturation des graines et de la dormance (Routaboul et al., 2006).

v Les anthocyanes sont des pigments non-photosynthétiques responsables de la coloration
des fleurs, des fruits (Crozier et al., 2006) et des graines (Winkel-Shirley, 2002). Se sont
les pigments les plus colorés parmi les composés phénoliques (allant du rose au bleu en
passant par le rouge, le mauve et le violet) ; ils attirent les insectes pollinisateurs et
d'autres animaux frugivores, et facilite la dispersion des graines. Leur synthése est
également activée lors de stress liés a la lumiere ou aux températures extrémes (Christie et
al., 1994). La fonction de colorants, plutét comme co-pigments, est également attribuée
aux flavonols et flavones, responsables en fonction de leurs structures pour les couleurs
blanc, jaune et ivoire dans les tissus végetaux, et la pigmentation jaune est le résultat de la
présence de chalcones.

v Les flavonoides et les isoflavonoides interviennent également comme signaux dans les
intéractions plante-microorganisme (Lattanzio et al., 2006 ; Shaw et al., 2006). Au cours
de la symbiose avec Rhizobium, les flavonoides interviennent notammment dans la
chimiotactisme et la nodulation des légumineuses (Fox et al., 2001 ; Cooper, 2004 ;
Eckardt, 2006).

v Certains des composés phénoliques peuvent agir en tant que substances allélochimiques,
compte tenu du fait que I’allélopathie est un phénomene biologique, dans lequel la
croissance, la survie et la reproduction d'une espéce végétale est biochimiquement
influencés par d’autres composés rejetés dans l'environnement par la plante, appelé
composés allélochimiques. Jusqu'a présent, des études ont révélé que la catéchine, l'acide
gallique, I'acide protocatéchuique, I'acide chlorogénique, I'acide caféique, I'nydroquinone,
le 5, 7, 4-trihydroxy-3',5'-dimethoxyflavone, stilbénes et d'autres composés phénoliques
peuvent inhiber la croissance des plantes voisines (Weir et al., 2003; Kong et al., 2004 ; Li
et al., 2010; Lobo et al., 2010 ; Scognamiglio et al., 2012).
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L'accumulation de composés phénoliques dans les tissus végétaux est considérée comme une
réponse adaptative chez les plantes dans des conditions environnementales défavorables. La
capacité a synthétiser des composés phénoliques permet ainsi aux plantes de faire face aux
contraintes environnementales (Pichersky et Gang, 2000). En outre, ces métabolites secondaires
peuvent encore étre physiologiqguement importants en tant que moyens d’entreposage de
carbone, accumulés pendant les périodes ou I’azote est limité quand la croissance de la plante est
réduite.

e) Intervention des composés phénoliques dans la detoxification des radicaux libres.

Les substances phénoligues des plantes possédent un pouvoir antioxydant élevé (Teissedre et al.,
1996) qui dépend des facteurs biologiques (génotype, et ontogenése des organes), édaphiques, et
des conditions environnementales (température, salinité, stress hydrique et l'intensité lumineuse,
pathogénes, déficience en éléments nutritifs) (Waskiewicz et al., 2013). Les composes
phénoliques (catéchines et d’autres flavanols) agissent comme des piegeurs des ROS générées
par le systeme de transport d’électrons photosynthétiques en conditions de stress (Waskiewicz et
al., 2013).

Les groupes hydroxyles jouent un rdle crucial dans les activites fonctionnelles des flavonoides.
Plus le nombre de groupements hydroxyle dans la molécule est élevé, plus l'activité anti-
oxydante du composé est importante (Rice-Evans et al., 1996 ; Muzolf et al., 2008). La
méthoxylation réduit généralement I'activité d'un flavonoide, par rapport au composé natif
(Borkowski et al., 2005). Leur potentiel de réduction est fonction de la structure catéchol de
I’anneau benzoique (B), de la position des doubles liaisons et de la quantité de groupements
hydroxyles (Yamasaki et al., 1997).

Une propriété intéressante des composés phénoliques, plus particuliérement de la classe des
flavonoides est leur facilité a céder un électron.

Plusieurs de ces composés ont un pouvoir antioxydant supérieur, sur une base molaire, a celui de
I’acide ascorbique (Rice-Evans, 2001). 1l existe une relation linéaire entre le pouvoir antioxydant
des végétaux et la concentration en composés phénoliques (Cai et al., 2004).

L'utilité du pouvoir antioxydant des composés phénoliques dans la plante n'a pas encore été
clairement démontrée, bien qu'il existe des peroxydases de classe Il capables de réduire le
peroxyde d’hydrogéne H,O, en utilisant le pouvoir antioxydant des composés phénoliques.

La synthése des composés phénoliques se fait durant le développement normal de la plante, ils
sont donc présents de facon constitutive. Cependant, leur concentration peut augmenter
fortement en conditions de stress comme lors d'exces de radiations lumineuses, de stress
hydrique, de basses températures, des carences nutritives, d'absorption de métaux lourds ou
d'attaque par des herbivores ou des pathogenes. Cette accumulation en conditions de stress
suggere que les composés phénoliques peuvent détoxifier des radicaux libres (Dixon et Paiva,
1995 ; Beclanan, 2000). De plus, les composés phénoliques accumulés lors de ces stress ont un
pouvoir antioxydant particulierement élevé.
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Matériel et méthodes
I11.1. Matériel végétal et conditions de culture

11.1.1. Matériel végétal utilisé

Cette étude a été menée sur deux especes de légumineuse arborescentes, Acacia arabica (Lam.)
Willd. et Parkinsonia aculeata L. (Fig. 18); la premiére espéce est une plante endémique du
sahel et du Sahara central et la seconde est une espéce introduite d’ Amérique.

Les graines des deux especes ont été fournies par la station de I’INRF (Institut National de
Recherche Forestiéres) de Tamanrasset, Algérie. Les graines d’Acacia arabica (Lam.) Willd.
ssp. Adansonii sont récoltées sur une population d’arbres a proximité de I’Oued Amezedjine
(région de Tamanrasset) tandis que les graines de Parkinsonia aculeata L. sont récoltées sur des
arbres présents au niveau de I’arboretum de la station de I’'INRF.

A

Figure 18. Graines d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B).

111.1.2.Conditions de culture
111.1.2.1 Mises en germination des graines

Apres scarification mécanique, les graines des deux especes ont été traitées avec I’hypochlorite
de sodium 5 % pendant 10 min, puis rincées plusieurs fois avec de I’eau et enfin imbibées dans
de I’eau déminéralisée pendant 5 h. Cent graines sont mises a germer sur du papier Wattman
imbibé d’eau déminéralisée et placées dans des boites de Petri (Fig. 19). L’ensemble des boites
est entreposé a I’obscurité, a une température de 29°C durant 4 jours dans une étuve.

B ¢

Figure 19. Mise en germination des graines d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de
Parkinsonia aculeata L. (B) dans des boites de Petri.
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111.1.2.2 Mise en culture des plants

Les graines germées pendant 5 jours ont été transplantées dans des pots en plastique (11 cm x 12
cm, 20 cm de hauteur) contenant de la tourbe commerciale (terreau). Les plants en pots ont été
distribués ou entreposés dans la serre selon un plan expérimental complétement aléatoire (Fig.
20). Les pots sont placés sous des conditions de température et d’éclairement contr6lées pendant
6 semaines. La température est de 29/25°C avec une photopériode de 16/8 h jour/nuit. La densité
moyenne de flux de photon de rayonnement photosynthétiquement actif (PAR) est d’environ 230
umol.m2.s™ & la hauteur de la plante (Lampes Philips Lighting SA, Bruxelles, Belgique).

Figure 20. Mise en culture des plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia
aculeata L. (B) dans une serre controlée.

111.1.3. Application du stress hydrique.

Apres six semaines de croissance (formation de 11 feuilles chez Parkinsonia aculeata L. et de 19
feuilles chez Acacia arabica (Lam.) Willd). (Fig. 21), 120 plants uniformes sont sélectionnés
pour chaque espéce. La veille du lancement du traitement, tous les pots sont saturés en eau puis
laissés drainer toute la nuit. Le lendemain, le traitement du déficit hydrique a débuté.
L’ alimentation en eau a été supprimée pour 50% des plants pendant 22 jours pour Parkinsonia
aculeata L. et 32 jours pour Acacia arabica (Lam.) Willd., tandis que les 50% des plants restants
qui constituent les plants témoins ont été arrosés toutes les 48h.

Figure 21. Plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B) agés de
six semaines de croissance.

Thése Nassima Lassouane 51



Matériel & Méthodes

I11.2. Parameétres mesurés

111.2.1. Teneur en eau du sol.
La teneur en eau du sol () est défini selon Martinez et al., (2003) comme suit :

W,, /DW x 100

ou W, est le poids de I'eau contenue dans I'échantillon de sol et DW est le poids sec de
I'échantillon. Les mesures de la teneur en eau du sol ont été realisées a I’aide de sondes
ThetaProbe (type de capteur d’humidité ML1Delta-T Devices Ltd, Royaume-Uni). Cette sonde
permet de suivre les variations de la constante diélectrique apparente et de les convertir en teneur
en eau gravimétrique sur la base d'étalonnage obtenue pour le substrat considéré.

111.2.2.Parameétres morphologiques

111.2.2.1 Production de biomasse

La production pondérale des parties aériennes fraiches est déterminée immédiatement apres le
prélevement. Les racines sont extraites du sol, lavées soigneusement pour réduire au minimum la
perte des racines fines, séchées délicatement avec du papier buvard puis pesées pour déterminer
leur poids frais. Les deux parties (Partie aérienne et souterraine) sont placees a I’étuve a 70 °C
pendant 48 h pour déterminer leur poids sec. Les différentes mesures sont effectuées en utilisant
une balance de précision.

111.2.2.2 Mesure de la surface foliaire

La surface foliaire (LA) de la 4°™ feuille pour Parkinsonia aculeata L. et de la 6™ feuille pour
Acacia arabica (Lam.) Willd. est mesurée a chaque prélévement sur cing répétitions pour chaque
traitement a I’aide d’un planimétre (AM3000, ADC Bioscientific Ltd., Hoddesdon, England) ;
les feuilles ont ensuite été récoltées et incubées pendant 48h a 70 °C pour déterminer le poids
sec. La surface foliaire spécifique (SLA) a été calculée selon le rapport : surface foliaire / poids
sec.

111.2.3.Parameétres physiologiques
111.2.3.1 Mesure de I’état hydrique de la plante

111.2.3.1.1. Teneur en eau foliaire (TEF)

Cette mesure est réalisée sur la 4°™ feuille pour P. aculeata et la 6™ feuille pour A. arabica et
sur cing plants par traitement. Le poids frais est estimé au moment de la récolte et le poids sec
aprés la mise des échantillons a I’étuve a 70°C pendant 48h. Le contenue en eau (en %) est
obtenu par la formule suivante :

{TEF (%) = (PF — PS)/PF x 100]
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111.2.3.1.2. La Teneur relative en eau (TRE)

La teneur relative en eau (TRE), permet de connaitre le niveau de saturation en eau ou de
turgescence de la plante (Barrs and Weatherley, 1962). La teneur relative en eau est le rapport
entre la teneur en eau de I’échantillon au moment de sa récolte sur la teneur en eau maximale
lorsque les cellules sont en pleine turgescence. La TRE est déterminée sur les deux feuilles
composées appartenant a la 45™ feuille pour Parkinsonia aculeata L. et la 6™ feuille pour
Acacia arabica (Lam.) Willd.

Le poids frais (PF) est déterminé au moment de la récolte. Les feuilles sont ensuite trempées
dans des piluliers contenant de I’eau déminéralisée de telle facon que la base du limbe coupée
soit immergeée dans I’eau. Les piluliers sont maintenus a I’obscurité et a 4°C pendant 5 h. Les
échantillons sont récuperés, égouttés et légérement séchés par du papier buvard et pesés pour
déterminer le poids a pleine turgescence (PT). Le poids sec (PS) est obtenu apres passage des
échantillons a I’étuve a 70°C pendant 48 h. Ainsi, la Teneur Relative en Eau (TRE) est calculée
selon la formule suivante :

[TRE (%) = [(PF — PS)]/[(PT — PS)] x 100]

111.2.3.1.3. Le potentiel hydrique

Le potentiel hydrique (Yw) est mesuré par la technique de la chambre a pression de Scholander
(PMS Instrument Co, Orlando, USA) entre 9h00 et 10h00 sur la partie aérienne de 6 plants
différents par traitement. La partie aérienne fraichement récoltée, est insérée dans un bouchon
pour assurer son étanchéité et immediatement placée dans la chambre. L’extrémité coupée
dépasse de quelques millimétres a [I’extérieur du bouchon afin de pouvoir observer
I’affleurement de la séve au niveau de la section des vaisseaux. La pression appliquee est
augmentée doucement dans la chambre jusqu’a ce que la seve apparaisse. La pression qui
provoque la sortie de la premiére goutte, exprimée en MPa correspond a I’opposé du potentiel
hydrique de la feuille. Pour plus de précision, I’observation se fait a la loupe binoculaire.

111.2.3.1.4. Le potentiel osmotique

Le potentiel osmotique (Ws) des plants a été déterminé entre 9h00 et 10h00. Les 4 feuilles de
chaque espece (a partir de la 45™ feuille pour Parkinsonia aculeata L. et de la 6™ feuille pour
Acacia arabica (Lam.) Willd.) sont placées dans un tube Eppendorf (1.5 mL) perforé au
préalable a quatre endroits et congelé dans I’azote liquide, ces échantillons sont alors conservés a
-80°C.

Trois cycles de congélation/décongélation de I’échantillon (congélation a I’azote liquide et
décongélation a I’air ambiant) sont meneés afin d’assurer la rupture des membranes cellulaires.
Les Eppendorfs perforées sont ensuite enchassees dans des Eppendorfs intactes et centrifugées a
15.000 g a 4 °C durant 15 minutes. Le suc tissulaire est récupéré dans I’Eppendorf et stockee a
-20 °C.

Thése Nassima Lassouane 53



Matériel & Méthodes

La mesure du potentiel osmotique (¥s) se fait a 1’aide d’un osmomeétre « Vapor Pressure
Osmometer Wescor 5520 ». L’appareil est calibré au moyen de standards de 290 mosmol.kg™ &
1000 mosmol.kg™. Un volume de 10 pL de chaque échantillon ou de standards est placé sur un
petit disque en papier fourni par « Wescor ». Au cours des mesures, les échantillons sont
conservés dans de la glace. Pour chaque échantillon, trois répétitions sont effectuées. La mesure
obtenue s’exprime en mosmol.kg™. La conversion en MPa est réalisée par la formule de Van
t’Hoff :

Ps,(MPa) = — c(mosmoles.kg™') x 2,58 x 1073

Un ajustement de la valeur du potentiel osmotique des feuilles de plants stressés par rapport a la
valeur de la teneur en eau des feuilles est effectué selon la formule suivante :

Y, ajusté (MPa) = Y,(MPa) X [(Teneur en eau stressé€)/(Teneur en eau témoin)]

111.2.3.2 Mesure de I’activité photosynthétique

111.2.3.2.1. La conductance stomatique

La conductance stomatique (gs) a été déterminée entre 10h00 et 12h00 sur la surface des feuilles
(la 4°™ feuille pour Parkinsonia aculeata L. et de la 6°™ feuille pour Acacia arabica (Lam.)
Willd), sur six plants par traitement, en utilisant un poromeétre a diffusion AP4 (Delta-T Devices,
Cambridge, Angleterre).

111.2.3.2.2. Les échanges gazeux

Les mesures du taux de transpiration instantanée (E en mmol H,O. m?. s7), la concentration
interne en CO, (C; en pmol. mol™) et I"assimilation photosynthétique nette (A en umol CO,. m’
2.5, sous une densité de flux de photons photosynthétiques (PPFD de 500 pmol m™. s™) ont été
effectuées grace a un analyseur a gaz infra-rouge (IRGA) a systeme ouvert (LI-6400, Li-Cor,
USA), qui regroupe en une unité portable tous les éléments nécessaires pour la mesure des flux
de vapeur d’eau et de CO,. Les mesures (cing par traitement) ont été effectuées de 10h00 a
12h00 sur la 4°™ feuille pour Parkinsonia aculeata L. et la 6°™ feuille pour Acacia arabica
(Lam.) Willd..

111.2.3.2.3. Fluorescence des chlorophylles

La fluorescence chlorophyllienne a été mesurée a l'aide d'un fluorimétre portable a lumiére
pulsée (FMS2; Lynn Hansatech, Roi, Royaume-Uni) sur la 4°™ feuille de Parkinsonia aculeata
L. et la 6°™ feuille d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (six mesures par traitement). Les mesures ont
été effectuées a une température ambiante.

Le niveau minimal de fluorescence (Fo) a été déterminé en mesurant la lumiére modulée (0,1
mol. m?s™). Le niveau maximal de fluorescence (F.,) avec tous les centres réactionnels ouverts
du PSII a été déterminé par un pulse de saturation de 0,8 s & 8500 mol. m™.s™ dans des feuilles
adaptées a I’obscurité pendant 20 min. Les feuilles ont été ensuite continuellement éclairées par
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une lumiére actinique blanche (320 pmol. m™. s™) pendant 3 min, la valeur stationnaire de la
fluorescence (Fs) a été enregistrée.

Un second pulse de saturation & 8500 pmol. m?.s™ a été imposé pour déterminer le niveau
maximal de fluorescence a I’état de lumiére adaptée (Fr,). La lumiere actinique a été enlevee et
le niveau minimal de fluorescence a I’état de lumiere adaptée (Fo’) a été détermine par
illumination de la feuille pendant 3 s avec un pulse de lumiere rouge lointaine. En utilisant les
deux propriéetés lumineuse et sombre de la fluorescence, les parametres suivant ont été calculés :

Efficience quantique maximale des PSlls (F, /E,) a I’état adapté a I’obscurité :

Fv/Fm = (Fm - FO)/Fm
Le quenching photochimique : qP = (E,,'—F)/(E,'— Fy")

Le quenching non photochimique : NPQ = (E,, — E,,)/E,’
Efficience quantique du transport d’électrons par les PSlIs :

@Sl = (B,' = K)/E,’

111.2.3.2.4. Pigments photosynthétiques

La mesure de la concentration en chlorophylles totales (a+b) et en caroténoides totaux a été
réalisée sur des feuilles fraiches (100 mg) broyées dans de I’azote liquide a I’aide d’un mortier
en présence de 8 mL d’acétone a 80 % (v/v). Apres extraction, I’extrait est centrifugé a 4500 g
pendant 10 min, et le volume du surnageant obtenu est porté a 8 mL avec de I’acétone a 80 %.
L absorbance de I’extrait a été lue a 663.2, 646.8 et 470 nm en utilisant un spectrophotomeétre
Shimadzu UV-1800, et les concentrations en pigments ont été calculées selon les équations de
Lichtenthaler (1987). Les résultats sont exprimés en mg.g™* de MVS.

Chl(a+b) = 7J15'A663,2 - 18)71"4646,8
Caroténoides (i) = 1000. 4479 — (1,82.Chl,).(85,02.Chl,)/198

111.2.4.Parameétres biochimiques

111.2.4.1 Extraction et dosage des sucres solubles et amidon

Les sucres solubles et I’amidon sont estimés par la méthode de Mc Cready et al. (1950), cette
méthode permet de doser a la fois les sucres solubles et d’estimer la quantité d’amidon ramenee
a sa juste valeur par I’utilisation d’un facteur de correction de 0,9.

L’extraction a éte réalisée a partir de 0,25 g de feuilles fraiches broyées dans l'azote liquide,
mélangee a 4 mL d'éthanol a 70 % (v/v) et I’extrait est centrifugé a 8000 g pendant 10 min a 4
°C.
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Le surnageant contenant les sucres solubles est récupéré et filtré. Deux autres extractions ont été
réalisées a I’aide de 2 mL d’éthanol a 70 %. Les trois surnageant obtenus ont été combinés et
portés a 7 mL avec de I’éthanol 70 %. L’extrait final est conservé a -20 °C.

L’amidon contenu dans le culot précédemment épuisé a trois reprises par I’éthanol est hydrolysé
2 fois avec 5 mL d’acide perchlorique a 50 %. Le mélange des deux extraits est incubé a froid
pendant 15 minutes puis centrifugé a 8000 rpm pendant 5 minutes. Les deux surnageants obtenus
sont ensuite mélanges et portés a 20 mL avec de I’eau déminéralisée dans une fiole jaugeée.

Une aliquote (200 uL) de chaque extrait a été ajoutée a 1 mL de réactif a I’anthrone. La solution
a été placée dans le bain-marie bouillant pendant 10 min, puis refroidie a 4 °C, et les teneurs en
sucres solubles et amidon ont été estimées a une absorbance de 625 nm (spectrophotometre
Beckman DU ® 640 Beckman Coulter, Inc, Brea, CA, Etats-Unis). Une courbe d'étalonnage a
été établie en utilisant le glucose comme standard (& partir d’une solution mére de 500 pg.mL™),
et les résultats sont donc exprimés en mg d’équivalents glucose par g de MVS.

111.2.4.2 Extraction et dosage de la proline libre

La proline libre a été quantifiée selon la méthode de Bates et al. (1973). Les feuilles fraiches (0,2
g) ont été broyées dans de I’azote liquide et homogénéisées avec 10 mL de [I’acide
sulfosalicylique a 3 %. L’extrait a été incubé a 70°C pendant 30 min dans un bain-Marie.
L’extrait est refroidi puis filtré. A 2 mL du filtrat, 2 mL du réactif a la ninhydrine et 2 mL
d’acide acetique glacial ont éte ajoutés et le mélange a été incube dans un bain-marie a 90 °C
pendant 1h. La proline libre a été extraite avec 2 mL de toluéne, la solution est agitée au vortex
pendant 15 a 20 secondes. Apres formation de la biphase, la phase organique contenant la proline
a eté recueillie. L’absorbance a été mesurée a 520 nm (spectrophotometre Beckman DU ®
640). La concentration en proline a été déterminée en utilisant une courbe standard préparée avec
de la L-proline (solution mére & 40 pmoles.L™) et les résultats sont donc exprimés en pmole de
proline par g de MVS.

111.2.4.3 Extraction et analyse des polyamines libres

Extraction. La matiére végétale fraiche (250 mg) est congelée dans de I’azote liquide, puis
broyée en poudre fine dans un mortier préalablement refroidi. Les polyamines libres sont
extraites avec 500 pL de HCIO4 & 4 % (v/v) froid contenant 5 mg.L™ de 1,7- diaminoheptane
(standard interne) apres avoir vortexer vigoureusement, le mélange est laissé reposer pendant 1 h
a 4 °C. L'homogénat a été centrifugé a 13 000 g a 4 °C pendant 20 min. Le culot a été ré-extrait
avec 500 pL de HCIO,4 4% (v/v) et a nouveau centrifugé. Les deux surnageants ont été utilisés
pour la détermination des polyamines libres.

Dansylation. Pour la détection de la fluorescence, les polyamines sont derivées par dansylation
selon la méthode de Lefévre et al. (2001) avec quelques légeres modifications. A 200 pL de
surnageant sont ajoutés 200 uL de carbonate de sodium saturé (Na,CO3) et 500 uL de chlorure
de dansyle (20 mg.mL™ d’acétone). Les échantillons sont homogénéisés pendant 10 s, puis
incubés a I’obscurité et & 60 °C pendant 1 h. Pour éliminer I’excés du chlorure de dansyle, 250
uL de proline (150 mg.mL™) sont ajoutés. Aprés 1 heure d'incubation dans I'obscurité, I'acétone
a été evaporée sous azote. Les polyamines dansylées sont ensuite extraites avec 1 mL d'acétate
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d'éthyle et vortexer vigoureusement pendant 60 s. Le mélange a été stocké pendant 20 mina 4 °C
afin d'obtenir une bonne séparation entre les phases organique et aqueuse. L’épiphase organique
a été recueillie et séchée sous azote. L'extrait séché est dissous dans 1 mL de méthanol et filtré
sur des microfiltres de 0,45 pm (CHROMAFIL SPE-45/15, Macherey-Nagel); 5 pL
d'échantillon sont injectés sur une colonne Nucleodur C18 Pyramid (125 x 4,6 mm de diamétre
interne ; taille des particules de 5 um) (Macherey-Nagel, Diren, Allemagne) maintenue a 40 °C.

Dosage par HPLC-FLD. Les polyamines libres (putrescine, spermidine et spermine) sont
dosées par chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur de fluorescence
(HPLC-FLD). Les analyses sont effectuées sur un systeme Shimadzu HPLC, équipé d'une unité
solvant de livraison LC-20AT, d'un échantillonneur automatique SIL-HT¢ et d’un détecteur de
fluorescence RF-20A (Shimadzu,s'-Hertogenbosch, Pays-Bas) en utilisant respectivement 340 et
510 nm comme longueur d'onde d'excitation et d'émission. Le débit de la phase mobile était de
1,0 mL.min™. La phase mobile est constituée d'eau (éluant A) et d'acétonitrile (éluant B). Le
programme de gradient était le suivant : 40% de B a 91% B (20 min), 91% de B a 100% de B (2
min), 100% de B (8 min), 100% de B a 40% B (1 min) et la colonne d’équilibrage a 40% de B
pendant 4 min. La durée totale était de 35 min.

Les polyamines libres sont quantifiées a l'aide de six points de courbes d'étalonnage avec des
solutions standard externe faites sur mesure et un standard interne (1,7-diaminoheptane), allant
de 3,125 a 100 uM et toutes les dix injections, une solution étalon de contréle a été utilisée pour
confirmer I'étalonnage du systeme.

111.2.4.4 Extraction et dosage des polyphénols totaux et flavonoides totaux

L’extraction des polyphénols est effectuée sur des feuilles fraiches (0,3 g) broyées avec de
I’azote liquide et homogeénéisées dans 2 mL de méthanol a 80 %. Le mélange a été centrifugé a
10 000 g pendant 10 min a 4 °C.

La teneur en polyphénols totaux a été mesurée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, suivant
la méthode de Singleton and Rossi (1965) avec de légeres modifications. Une partie aliquote (20
pL) de I'échantillon a été ajouté a 1,58 mL d'eau deminéralisée et 100 pL du réactif de Folin-
Ciocalteu. Apres agitation, le mélange est incubé pendant 6 minutes, avant d'ajouter 300 pL de
solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a 2 %. Apres 2h d’incubation a température ambiante
et a l'obscurité, I'absorbance est mesurée a 765 nm. Les teneurs en polyphénols totaux sont
exprimées en mg d'équivalents d’acide gallique par g de matiere végétale fraiche (mg de GAE. g
! de MVF) par référence a une courbe étalon établie dans les mémes conditions avec de I’acide
gallique.

La teneur en flavonoides totaux est mesurée en utilisant un dosage colorimétrique mis au point
par Dewanto et al. (2002). Une partie d’aliquote (250 uL) de I'échantillon est mélangée avec 1,25
mL d'eau deminéralisée et 75 pL de nitrate de sodium (NaNO3) a 5 %. Aprés 6 min
d’incubation, 150 pL de trichlorure daluminium (AICI3) a 10 % sont ajoutés et apres 5min
d’incubation, 500 pL de NaOH 1 M sont additionnés au mélange. Enfin, le mélange a été ajusté
a 2,5 mL avec de I'eau déminéralisée. L'absorbance de la solution est déterminée & 510 nm. Les
teneurs en flavonoides totaux ont été exprimées en mg d’équivalents (+)-catéchine par g de
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matiére végétale fraiche (mg de Catechins. g de MV/F), par référence & une courbe étalon établi
dans les mémes conditions avec de la (+)-catéchine.

111.2.4.5 Extraction et dosage des anthocyanes

Les anthocyanes ont été quantifiées en utilisant la méthode decrite par Mancinelli (1984). La
matiere fraiche foliaire (50 mg) broyée dans un mortier avec de I’azote liquide est homogéneisée
dans 2 mL de méthanol acidifié (HCI 1 %) et maintenu a 4 °C pendant 4 h pour éviter la
dégradation des chlorophylles, dont les produits peuvent interférer avec l'absorption des
anthocyanes a 530 nm. Les débris ont été éliminés par centrifugation a 10.000 g pendant 30 min
et le surnageant a été récupéré. Les anthocyanes ont été mesurées a partir d'extraits
méthanoliques. Deux absorbances sont mesurées (Aszo et Ags7), Aszonm - 0,25 Agszam, pour tenir
compte des interférences avec les résidus de chlorophylle.

La teneur totale en anthocyanes est exprimée en mg d’équivalents en cyanidine-3-glucoside par
100 grammes de poids sec (mg Cyd-3-glu/g de PS), avec 29 600 comme coefficient d'extinction
et 445,5 comme le poids moléculaire (Wrolstad, 1976).

111.2.4.6 Etude de I’activité de la Phénylalanine Ammonia-Lyase (PAL; EC 4. 3. 1. 5)

L’activité de la PAL est mesurée selon la méthode d’Olsen et al (2008). Environ 25 mg de
feuilles fraiches ont été soigneusement broyées dans de I’azote liquide et homogénéisées avec 2
mL de tampon d'extraction (contenant 100 mM du Tris-HCI, pH 8,8, 12 mM de 2-
mercaptoéthanol) a l'aide d’un mortier; I’extraction est réalisée sur de la glace. Apreés
centrifugation a 14000 g pendant 10 min & 4 °C, les incubations ont été effectuées a 37 °C
pendant 1 h dans un mélange d'essai contenant 250 uL d’extrait enzymatique, 500 pL Tris-HCI a
100 mM (pH 8,8) et 50 pL de de L-phénylalanine & 100 mM. La réaction est arrétée par addition
de 50 pL d'HCI 5 M et centrifuge a 16.000 g pendant 15 min. L'absorbance est déterminé a 290
nm. L'activité de la PAL est exprimée en nmol d’acide trans-cinnamique formé par heure, par mg
de protéines foliaires. Les protéines totales ont été dosée avec du BSA (serum albumine bovine)
comme standard en utilisant la méthode de Bradford (1976).

111.2.4.7 Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation des lipides est évaluée par la mesure de teneur en malondialdéhyde. Le
protocole du dosage est celui décrit par Heath et Packer (1968) avec quelques modifications,
250 mg de matiere foliaire fraiche ont été broyés dans de I’azote liquide et homogénéisés avec
10 mL d’acide trichloroacétique (TCA 5 % p/v). L’homogénat est centrifuge a 12 000 g pendant
10 min a 4 °C. A 2 mL du surnageant, sont ajoutés 2 mL d’acide thiobarbiturique (TBA 0,67 %
p/v). Le mélange est incubé a 100 °C pendant 30 min et ensuite rapidement refroidi dans la
glace. Apres centrifugation a 12 000 g pendant 1 min & 4 °C pour éliminer la turbidité,
I’absorbance du surnageant est lue a 532 nm et 600 nm. La valeur de I’absorbance non spécifique
a 600 nm est soustraite de celle lue a 532 nm. La concentration en MDA est calculée en utilisant
le coefficient d’extinction molaire 155 mM.cm™.
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111.3. Analyses statistiques

Le logiciel STATISTICA (version 6.0; Statsoft Inc) a été employé pour toutes les analyses
statistiques. Les données sont présentées sous forme d’une moyenne de 6 a 10 répétitions +
I’écartype de cette moyenne. Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse de la variance
des moyennes (ANOVA) pour déterminer les principaux effets de la durée du stress hydrique sur
les parameétres physiologiques et biochimiques étudiés sur les plants d’Acacia arabica (Lam.)
Willd. et Parkinsonia aculeata. Le test de Duncun a été éffectué pour évaluer la signification des
différences entre les moyennes des traitements (témoins et stressés) au seuil de p<0,05, p<0,01

et p<0,001.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Variation du statut hydrique d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et
Parkinsonia aculeata L. lors d’un arrét d’arrosage

IV.1.1. Effet de I’arrét d’arrosage sur le statut hydrique des plants d’Acacia arabica

1VV.1.1.1 La teneur en eau du sol

La teneur en eau du sol (0) des pots temoins est stable tout le long de I’expérimentation et est
maintenue a une valeur moyenne de 80,62 %. Celle des pots ayant subi un arrét d’arrosage
diminue progressivement. Des différences significatives ont été enregistrées dés le 11°™ jour
d’arrét d’arrosage (p<0.01) ; la teneur en eau du sol diminue de 46 % (p<0.001) le 22°™ jour et
de 65 % (p<0.001) le 32°™ jour d’arrét d’arrosage par rapport au témoin (Fig. 22A).

IV.1.1.2 Potentiel hydrique

La figure 22B montre que le potentiel hydrique des feuilles des plants témoins d’Acacia arabica
(Lam.) Willd. varie entre -0,60 £ 0,05 et -0,95 + 0,05 MPa.

Durant les 13 premiers jours d’arrét d’arrosage le potentiel hydrique des plants stresses ne varie
pas. La diminution du Yw ne débute qu’apres le 130me jour d’arrét d’arrosage et elle est d’autant
plus accentuée que I’intensité de la contrainte hydrique appliquée est plus sévére ; le ¥w est de -
1,27 + 0,12 le 15°™ jour (p<0.001) et de -2,13 + 0,3 le 22°™ jour (p<0.001). Au 32°™ jour
d’arrét d’arrosage, la valeur du potentiel hydrique enregistrée chez les plants stressés d’Acacia
arabica (Lam.) Willd. est de -3,84 £+ 0,25 MPa (p<0.001).

IV.1.1.3 Teneur en eau foliaire (TEF) et Teneur relative en eau (TRE).

Chez les plants témoins, les valeurs enregistrées de la teneur en eau foliaire (TEF) et celles de la
teneur relative en eau (TRE) sont maintenues respectivement.aux alentours de 78,30 % et 94,41
% durant la période expérimentale (Fig. 22C, D). En réponse au stress hydrique la TEF et la
TRE diminuent fortement & partir du 15*™ jour d’arrét d’arrosage. La différence entre les
traitements augmente fortement en fonction de la durée du stress. A la fin du cycle de
déshydratation (32°™ jour), nous notons un pourcentage de réduction par rapport au témoin de
28 % pour la TEF et de 55 % pour la TRE (Fig. 22C, D).

IV.1.1.4 Transpiration foliaire

L’evolution de la transpiration instantanée des plants d’Acacia ne montre de différence
significatives entre les témoins et les stressés qu’a partir du 11°™ jour d’arrét d’arrosage
(p<0.01) (Fig. 22E). Les plants bien irrigués maintiennent leur transpiration dans un intervalle
compris entre 4,29 + 0,34 et 6,06 + 0,94 mmol.m?s™. La transpiration diminue sensiblement
(P<0.001) suite a I’arrét d’arrosage ; elle passe de 4,33 + 1,02 2 1,16 + 0,12 mmol.m2.s? le 11°™
jour d’arrét d’arrosage. La transpiration continue de baisser en fonction de la durée du stress
pour atteindre des valeurs pratiqguement nulles le 3o0me jour d’arrét d’arrosage (0,08 = 0,04
mmol.m?2.s™).
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IV.1.1.5 Conductance stomatique

Chez les plants témoins d’Acacia arabica (Lam.) Willd., la conductance stomatique (gs) est
comprise dans I’intervalle de 200 +17 et 324 + 30 mmol.m™.s™ (Fig. 22F). Les plants subissant
un stress hydrique par arrét d’arrosage ont une conductance stomatique sensiblement identique a
ceux des témoins les 13 premiers jours de I’expérimentation. Au-dela du 13°™ jour, la
conductance stomatique diminue progressivement (p<0.01). Cette baisse de gs est d’autant plus
accentuée que I’intensité de la contrainte hydrique appliquée est plus sévere jusqu’a atteindre des
valeurs quasi-nulles & la fin de I’expérimentation (Fig. 22F). Par ailleurs, nous pouvons signaler

qu’au 22°™ jour de stress les stomates des plants stressés sont toujours ouverts.
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Figure 22. Evolution de la Teneur en eau du sol & (exprimé en %, A), du potentiel hydrique, ¥w
(B), Teneur en Eau Foliaire, TEF (C), Teneur Relative en Eau, TRE (D), transpiration foliaire et

conductance stomatique, gs (F) des plants témoins et stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd..
Les barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative
avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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IVV.1.2. Effet de I’arrét d’arrosage sur le statut hydrique des plants de Parkinsonia aculeata

1VV.1.2.1 Teneur en eau du sol

La teneur en eau du sol des pots témoins ne varie pas tout au long de I’expérimentation, soit une
valeur moyenne de 81,60 %. Les différences entre les 6 des pots des plants témoins et stresses
sont significative dés le 7°™ jour d’arrét d’arrosage (p<0.05), diminue progressivement au cours
de I’expérimentation (Fig. 23A) et au 22°™ jour d’arrét d’arrosage, la 6 a chuté a 54 %
(p<0.001).

1V.1.2.2 Potentiel hydrique

Chez les plants témoins, les valeurs du Ww oscillent entre -0,53 £ 0,06 et -0,8 = 0,11 MPa (Fig.
23B). Le stress hydrique réduit significativement le Ww des plants (P<0.001). Les différences
entre témoins et stressés ne commencent & étre significatives qu’a partir du 13°™ jour d’arrét
d’arrosage. Cette baisse du Ww est d’autant plus accentuée que l’intensit¢ de la contrainte
hydrique appliquée est plus sévére avec un Ww de -1,13 + 0,17 MPa le 15°™ jour et de -2,4 +
0,12 MPa le 22°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 23B).

1VV.1.2.3 Teneur en eau foliaire et Teneur relative en eau.

Chez les plants témoins, les valeurs de la teneur en eau foliaire (TEF) et celles de la teneur
relative en eau (TRE) sont maintenues respectivement.aux alentours de 82,92 % et 95,06 %
durant toute la période expérimentale (Fig. 23C, D). La teneur en eau foliaire (TEF) et la teneur
relative en eau (TRE) diminuent & partir du 13°™ jour d’arrét d’arrosage chez les plants stressés
comparativement aux témoins. La différence entre les plants témoins et stressés devient de plus
en plus importante en fonction de la durée du stress, soit un pourcentage de réduction de 19 %
pour la TEF et de 50 % pour la TRE aprés le 22°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 23C, D).

1V.1.2.4 Transpiration

La transpiration instantanée des plants témoins de Parkinsonia aculeata L. est comprise dans un
intervalle de 3,41 + 0,27 24,95 + 0,35 mmol.m?.s™ (Fig. 23E).

Une chute de la transpiration est observée chez les plants stressés le 7°™ jour d’arrét d’arrosage.
La transpiration passe de 3,98 + 0,27 4 0,62 + 0,20 mmol.m2.s™ le 11°™ jour d’arrét d’arrosage
(p<0.001). La transpiration continue de diminuer en fonction de la durée du stress pour atteindre
a partir du 15°™ jour jusqu’a la fin du cycle (22 jours aprés I’arrét d’arrosage) des valeurs
quasiment nulles (0,06 + 0,01 mmol.m?.s™, p<0.001) (Fig. 23E).

IV.1.2.5 Conductance stomatique

Chez les plants témoins de Parkinsonia aculeata L., la conductance stomatique est dans
I"intervalle de 151 + 40 & 289 + 71 mmol.m™.s™ (Fig. 23F).

La conductance stomatique chez les plants stressés de Parkinsonia aculeata L. est proche de
celle des témoins les premiers jours d’arrét d’arrosage (jusqu’au 11°™ jour). Au-deld, la
conductance stomatique diminue en fonction de la durée du stress, et baisse rapidement jusqu'au
15°me jour d’arrét d’arrosage (p<0.001), puis progressivement jusqu’a atteindre des valeurs quasi-
nulles a la fin de I’expérimentation (p<0.001) (Fig. 23F).
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1VV.1.3. Discussion

Les effets du stress hydrique dépendent de son intensité et de sa durée. Le contenu en eau des
tissus diminue linéairement avec I’augmentation de la sévérité du stress (Reddy et al., 2004).

Le statut hydrique des plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L.
soumis a un stress hydrique par arrét d’arrosage, est mesuré par deux parametres, la TRE et le
potentiel hydrique, qui caractérisent le taux d’hydratation des tissus de la plante ou reflétent le
degré de la déshydratation que les plantes subissent (Cornic et Massacci, 1996).

Nos résultats montrent que chez les plants stressés d’A. arabica (Lam.) Willd., la TRE n’indique
aucune différence significative avant le 15°me jour d’arrét d’arrosage. Puis elle baisse
progressivement pour atteindre a la fin de I’expérimentation une TRE de 42,14+3,29 %
(P<0,001). Cependant, une baisse significative du potentiel hydrique a lieu & partir du 13°™ jour
d’arrét d’arrosage (P<0,05) et diminue graduellement jusqu’a atteindre un Ww de -3,84%0,25
MPa (P<0,001) a la fin de I’expérimentation.

Par ailleurs, chez P. aculeata L., les résultats montrent que la TRE a diminué significativement a
partir du 13*™ jour d’arrét d’arrosage et continue & diminuer rapidement avec la progression du
stress pour atteindre une valeur de 46,61+£2,95 % (P<0,001). De méme, le potentiel hydrique a
commencé a diminuer & partir du 11°™ jour d’arrét d’arrosage pour atteindre a la fin de
I’expérimentation une valeur de -2.40£0.12 MPa (P<0,001).

Trois degrés de stress sont définit en relation avec le potentiel hydrique (Hsiao, 1973) et la
Teneur Relative en Eau (TRE) (Gonzalez et Gonsalez-Vilar, 2001). En fonction de la variation
de la TRE nous avons distingués 3 niveaux de stress chez les deux espéces étudiées, et soumises
au stress hydrique par arrét d’arrosage pendant 32 jours pour Acacia arabica (Lam.) Willd. et 22
jours pour Parkinsonia aculeata L. :

Pendant les treize premiers jours d’arrét d’arrosage pour Acacia arabica (Lam.) Willd. et les
onze premiers jours pour Parkinsonia aculeata L., les plantes sont en situation de non-stress.

Du 13°™ au 15°™ jour pour Acacia arabica

Du 118™ ay 13%Me jour pour Parkinsonia aculeata } Les plants sont soumis a un stress faible

Du 15°™ au 22°™ jour pour Acacia arabica

Du 13éme au l5éme jOUI’ pour Parkinsonia aculeata } Les plants sont soumis a un stress modéré

Du 22°™ au 32°™ jour pour Acacia arabica

Du 15™ au 22°™ jour pour Parkinsonia aculeata } Les plants sont soumis a un stress sévere

Les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ressentent le stress plus tardivement que les plants de
Parkinsonia aculeata L., sachant que les deux especes sont cultivees dans les mémes conditions
contrélées. La survie aux conditions de stress hydrique par arrét d’arrosage est uniforme chez les
deux espéces étudiées. En effet, les plants se sont fanés au cours d’une période de 34 jours pour
Acacia arabica (Lam.) Willd. et de 24 jours pour Parkinsonia aculeata L..
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La diminution de la TRE a été reportée chez les plants de tomate (Solanum lycopersicum L.)
ainsi que chez le caprier Capparis spinosa L soumis a un stress hydrique (Subramanian et al.,
2006 ; Ozkur et al., 2009). Les génotypes soumis & un stress hydrique se comportent
differemment ; les génotypes tolérant au stress hydrique, maintiennent un potentiel hydrique
foliaire élevé longtemps et ne se fanent que plus tard comparativement aux génotypes sensibles
(Ouvrard et al., 1996). Dans de nombreuses plantes ligneuses et arbustives, la TRE des feuilles
atteint 40 a 50% et parfois jusqu’a 20% au cours d’un stress hydrique sévere, accompagnée par
la sénescence des feuilles (Ngugi et al, 2003; Gindaba et al, 2004; Singh et Singh, 2006; Gallé et
al, 2007).

Une réponse a court terme de la plante au stress hydrique, qui permet la réduction de la perte
d’eau et I’augmentation de sa survie, est la fermeture des stomates. Les plants d’Acacia arabica
(Lam.) Willd. soumis a un déficit hydrique montre une fermeture des stomates conduisant a la
réduction de la perte d’eau par transpiration. Outre la turgescence, la conductance stomatique
(gs) est le premier parametre affecté par le stress hydrique : une diminution de la conductance
stomatique (gs) a été notée deés le 11°™ jour d’arrét d’arrosage qui correspond & une TRE de
93,76+0,26 % et un potentiel hydrique de -0,85+0,07 MPa, alors qu'une diminution significative
du potentiel hydrique (¥,,) n’a eu lieu que plus tard (13*™ jour pour le ¥,, et le 15°™ jour pour
la TRE). Le fait que la conductance stomatique & diminuer sans aucune modification du statut
hydrique des plantes (TRE, Ww) suggére que chez les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd., la
fermeture des stomates est un processus actif pour maintenir I’état hydrique de la plante en
évitant la perte d’eau par transpiration (Cornic, 2000 ; Thompson et al., 2007; Schachtman and
Goodger, 2008; Pinheiro and Chaves, 2010).

Par ailleurs, les plants de Parkinsonia aculeata L. maintiennent leurs stomates ouverts au cours
de la premiere partie de la période de stress. En effet, la conductance stomatique est
significativement différente entre les plants soumis a un stress hydrique et les plants témoins
seulement a partir du 13°me jour d’arrét d’arrosage ce qui correspond a une TRE de 89,90+1,45
% et a un P\, de 0,93+0,11 MPa. Alors que le ¥, a commencé & diminuer plus tot (le 11°™ jour
d’arrét d’arrosage), le potentiel de turgescence a baisser considérablement a partir du 116me jour
d’arrét d’arrosage. Par conséquent, les plants de Parkinsonia aculeata L. conservent leurs
stomates ouverts et probablement un taux de photosynthese élevé.

La transpiration instantanée chez les plants stressés de Parkinsonia aculeata L. diminue dés les
premiers jours de I’application de I’arrét d’arrosage (situation de non stress) Le stress hydrique a
été signalé pour modifier directement la composition de cire cuticulaire et de modifier donc la
perméabilité de la cuticule. La transpiration cuticulaire pourrait jouer un rdle chez Parkinsonia
aculeata L.. La présence d’une cuticule imperméable a été décrite comme une caractéristique qui
pourrait indiquer une tolérance a la sécheresse (Clarke et al., 1989 ; Jamaux et al., 1997). Les
variétés de plantes avec une transpiration cuticulaire faible conservent leur teneur relative en eau
(TRE) dans des conditions de déficit hydrique. Cependant il n’est pas clair que cette adaptation
permette a la plante d’étre productive dans des conditions de sécheresse.
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IVV.2. Evolution de la croissance et production de la matiére seche des plants
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. lors d’un arrét
d’arrosage

IV.2.1. Effet de I’arrét d’arrosage sur les parametres de croissance des plants d’Acacia
arabica (Lam.) Willd.

1V.2.1.1 Taux de croissance et nombre de feuilles

Chez les plants témoins d’Acacia arabica (Lam.) Willd., le taux relatif de croissance en longueur
des tiges et le nombre de feuilles augmentent réguliérement en fonction du temps (Fig. 24A, B).
Aucune différence significative n’est enregistrée entre les plants témoins et les plants stressés
jusqu’au 13°me jour de contrainte hydrique. Aprés cette durée, la croissance des tiges est
considérablement réduite chez les plants stressés et le processus d’élongation est complétement
inhibé au 22°™ jour d’arrét d’arrosage (p<0.001). Un taux de réduction de 66 %
comparativement aux témoins est observé a la fin de I’expérimentation (Fig. 24A). Les plants
stressés ne produisent aucune nouvelle feuille apres 22 jours de déshydratation (Fig. 24B).

IVV.2.1.2 Surface foliaire et surface foliaire spécifique
Feuilles apparues avant I’application du stress

La surface foliaire (feuille n°7) demeure inchangée pendant les 15 premiers jours d’arrét
d’arrosage, puis diminue de maniére significative jusqu‘au 32°™ jour d’arrét d’arrosage (p<0.001
; Fig. 24C). La surface foliaire spécifique (SFS) chez les plants stressés est identique a celle des
témoins jusqu’au 22°™ jour de la contrainte hydrique, mais une différence significative est
observée a la fin de I’expérimentation (p<0.001 ; Fig. 24D). La diminution de la surface foliaire
est due au fait que les cellules ne sont plus turgescentes.

Feuilles apparues apreés application du stress

La surface de la feuille n°16 nouvellement formée pendant la période de la contrainte hydrique,
est identique a celle des témoins jusqu’au 11°me jour d’arrét d’arrosage puis elle diminue
progressivement de maniére significative (p<0.001) jusqu’a la fin du cycle de déshydratation
(Fig. 24E). La surface foliaire spécifique (SFS) ne montre une différence significative qu’au
32°™ jour d’arrét d’arrosage (p<0.001 ; Fig. 24F).
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Figure 24. Evolution du taux de croissance relative (exprimé en % de la longueur initiale, A),
nombre de feuilles (B), surface foliaire de la 7°™ (C) et de la 16°™ feuille (D) et surface foliaire
spécifique, SFS de la 7°™ (E) et de a 16°™ feuille (F) des plants témoins et stressés d’Acacia

arabica (Lam.) Willd.. Les barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 10). Les astérisques
indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de
Duncan.
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IVV.2.2. Effet de I’arrét d’arrosage sur la production de la matiéere seche des plants d’Acacia
arabica (Lam.) Willd.

1VV.2.2.1 Poids sec des parties aériennes

Le poids sec total des parties aeriennes (Fig. 25A) chez les plants stressés augmente de la méme
maniére que chez les plants témoins jusqu’au 11°™ jour de I’expérimentation, puis la production
de la matiére séche diminue progressivement (P <0,05), jusqu’un arrét total au 32°™ jour d’arrét
d’arrosage (P <0,001), ou I’on observe une réduction de 45 % par rapport au témoin.

1VV.2.2.2 Poids sec des racines

Le poids sec des racines des plants stressés évolue de maniére identique a celle des plants
témoins. Une différence significative n’est enregistrée qu’a la fin de la période de stress
(p<0.001), soit une réduction de 31 % comparativement au témoin di a I’arrét de production de
la matiere seche (Fig. 25B).

IVV.2.2.3 Rapport Partie racinaire/partie aérienne (PR/PA)

Le rapport PR/PA est stable chez les plants témoins tout le long de I’expérimentation. Chez les
plants stressés le rapport PR/PA est constant et les valeurs sont similaire a celles des témoins
jusqu'au 11°™ jour d’arrét d’arrosage, puis ce rapport augmente progressivement (P<0.05) par
rapport au témoin jusqu’a la fin de I’expérimentation (Fig. 25C). Cela signifie que la partie
aerienne est plus sensible au stress hydrique que la partie racinaire
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Figure 25. Evolution du poids sec des parties aériennes (A), des racines (B) et du rapport PR/PA

(C) des plants témoins et stressés des d’Acacia arabica (Lam.) Willd. Les barres représentent I’erreur
standard de la moyenne (n = 10). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05,
**pP<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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IV.2.3.Effet de I’arrét d’arrosage sur les paramétres de croissance des plants de
Parkinsonia aculeata L..

1VV.2.3.1 Taux de croissance et nombre de feuilles

Chez les plants temoins de Parkinsonia aculeata L. la croissance est constante et les feuilles
apparaissent regulierement. Cependant, chez les plants stressés de Parkinsonia aculeata L., le
taux relatif de croissance en longueur et le nombre de feuilles augmente progressivement
jusqu’au 126me jour de contrainte hydrique, les valeurs enregistrées sont similaires a celles
observées chez les témoins (Fig. 26A). La croissance commence a ralentir apreés le 120me jour
d’arrét d’arrosage et a partir du 20°™ jour d’arrét d’arrosage, I’allongement est complétement
arrété chez les plants stressés (P<0.001) et aucune nouvelle feuille n’est apparue aprés le 12°™
jour d’arrét d’arrosage (Fig. 26B), soit une réduction de taux de croissance relative de 49 %
comparativement aux témoins (Fig. 26A).

I1VV.2.3.2 Surface foliaire et surface foliaire spécifique

Feuilles apparues avant I’application du stress

L'expansion de la feuille n°6, qui était déja présente sur le plant au moment de I’application du
stress, est considérablement réduite (p<0.05) & partir du 15°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 26C).
La surface foliaire spécifique (SFS) était plus élevee chez les plantes stressees que chez les
témoins jusqu’au 11°™ jour d’arrét d’arrosage, mais une tendance inverse a été observée au 15°™
et 22°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 26D).

Feuilles apparues apres application du stress

La surface foliaire de la feuille n°10 nouvellement formée durant la période de la contrainte
hydrique est réduite par rapport au témoin, cette réduction est visible des les premiers jours de
I’application du déficit hydrique ; la différence entre les feuilles des plants stressés et témoins
n’est significative (p<0.001) qu’a partir du 11°™ jour et jusqu’a la fin de I’expérimentation (Fig.
5E). Aucune différence significative n’est enregistrée pour la surface foliaire spécifique (SFS)
entre les feuilles des plants stressés et témoins jusqu’au 13*™ jour d’arrét d’arrosage. Cependant
la SFS diminue rapidement (p<0.001) jusqu’a le fin de I’expérimentation (Fig. 26F).
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Figure 26. Evolution du taux de croissance relative (exprimé en % de la longueur initiale, A), du
nombre de feuilles (B), de la surface foliaire de la 7°™ (C) et de la 16°™ feuille (D) et de la
surface foliaire spécifique, SFS de la 6°™ (E) et de la 10°™ feuille (F) des plants témoins et

stressés de Parkinsonia aculeata L.. Les barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 10). Les
astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test
multiple de Duncan.
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IV.2.4.Effet de I’arrét d’arrosage sur la production de la matiére seche des plants de
Parkinsonia aculeata L..

1VV.2.4.1 Poids sec des parties aériennes

L’arrét de production de la matiére séche des parties aériennes provoqué par I’arrét d’arrosage
débute le 15°™ jour de stress (P <0,01) et continue jusqu’a la fin de I’expérimentation ; une
réduction de 52 % comparativement au témoin (Fig. 27A) est observée a la fin de
I’expérimentation.

1VV.2.4.2 Poids sec des racines

La biomasse des racines des plants témoins augmente progressivement en fonction du temps. Le
déficit hydrique n’a aucun effet significatif sur le poids sec des racines des plants stressés par
rapport aux témoins jusqu’au 13°™ jour d’arrét d’arrosage. Cependant, la biomasse racinaire
n’évolue plus aprés le 13°™ jour d’arrét d’arrosage (p<0.001) et jusqu’a la fin de
I’expérimentation, soit une réduction de 52 % par rapport au témoin (Fig. 27B).

IV.2.4.3 Rapport partie aériennes /parties racinaires

Le déficit hydrique n’affecte pas le rapport PR/PA, ce dernier reste stable et identique a celui du
témoin tout le long de I’expérimentation (Fig. 27C), ce qui signifie que les deux parties aérienne
et souterraine sont affectées de la maniére par le déficit hydrique.

e 0,8

_§ 32 L ——Témoain (A) | —e—Témoin (B)
S | —Stressé ”'%' 07 | —— Stressé

o 28| 2 ¢

% 24] ooer

= - %) L

5 “ @

P I g 05|

g 20 g

g 16] 87T

n ' (8] |

% | o 0,3 "

8 12 | w % 3 Jokk
1] I Fokk Da- 02|

v 08| L

.-Dg_ | IR R T N T TN T AT T T T [N T T T T T TN M N O N A | O’l||||||||||||||||||||I||.I

[ Témoin (C) 0 4 ) 8 12 . 16 20 24
032 | —— Stressé Durée du stress (jours)

L o:f
o4
a
£ 024}

[e]

Q.

[eR

3
@ 020

0,16 [ | | | | | |

0 4 8 12 6 20 24
Durée du stress (jours)

Figure 27. Evolution du poids sec des parties aériennes (A), des racines (B) et du rapport PR/PA

(C) des plants témoins et stressés de Parkinsonia aculeata L.. Les barres représentent I’erreur standard
de la moyenne (n = 10). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01
ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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1VV.2.5. Discussion

Dans les tissus végétaux, la turgescence est la principale force responsable de I'élongation
cellulaire. L'inhibition de I’élongation des plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. est
détectée a une TRE de 82,58+0,99 % et a un ¥, de -1,27+0,12 MPa qui pourrait, étre due a la
diminution de la turgescence cellulaire. En effet, le potentiel de turgescence (¥,) calculé par la
différence ¥\,-%s, montre que la turgescence a diminué de fagon significative dés le 7™ jour de
la contrainte hydrique, soit un ‘¥, de 0,80+0,06 et 0,50+0,01 MPa respectivement pour les plants
témoins et stressées, P<0,01 ; (Tab. 9). Le potentiel de turgescence peut donc étre considéré
comme étant le premier paramétre modifié par le stress hydrique. A une TRE de 68,34+6,87 % et
un ¥, de -2,13+£0,30 MPa, les plants stressés d’A. arabica (Lam.) Willd. présente un potentiel de
turgescence (¥p) proche de 0 ; nous constatons parallelement I’arrét de I’élongation de la tige et
de I’apparition de nouvelles feuilles (Tab. 9).

Tableau 9. Evolution du Potentiel de turgescence; ¥p des plants témoins (T) et stressés (S) par
d’arrét d’arrosage d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L.

Durée du stress (jours)

7 11 13 15 22 32

U T 0,80%0,06 0,74+0,01 0,79+0,05 0,70£0,01 0,47+0,02 0,54+0,02
< cacia

% S 0,500,010 0,59+0,05" 0,57+0,01" 0,30+0,07"" 0,00+0,24™  0,00+0,01™
= . . T 0,8940,03 1,05+0,05 0,92+0,01 0,76+0,02 0,79+0,09

S~ Parkinsonia

0,82+0,13 0,69+0,13™ 0,60+0,04™ 0,58%0,15 0,09+0,06™

Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de
Duncan.

Chez les plants stressés de P. aculeata L., nos données montrent que I’arrét de I'élongation
cellulaire cesse avant que les valeurs de ¥, atteignent 0 MPa, de méme pour la formation de
nouvelles feuilles ; soit un ¥, de 0,58+0,15 MPa (P<0,05) au 15°™ jour d’arrét d’arrosage. La
turgescence réelle baisse probablement en dessous du seuil de turgescence pour I'extensibilité de
la paroi cellulaire seulement aprés 15 jours d’arrét d’arrosage, de sorte qu'aucun allongement ne
se produit. Le durcissement des couches externes de la paroi cellulaire par les phénomenes de
lignification peut également étre impliqué dans l'inhibition de I'élongation cellulaire de la plante
et le stress hydrique provoque I’induction de ce durcissement de la paroi cellulaire, par rapport a
la modification de la composition de la paroi cellulaire (Neumann, 1995; Moore et al., 2008,
Maatallah et al, 2010). La modification des propriétés rhéologiques de la paroi cellulaire
entrainée par les phytohormones peut également se produire chez les plantes soumises au stress
hydrique (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).

L absence de I’apparition de nouvelles feuilles chez les plants d’A. arabica (Lam.) Willd. et de
P. aculeata L., suggere que l'activité du méristeme apical de la tige destiné a former de nouvelles
feuilles a été fortement affecté en réponse au stress hydrique et que non seulement I'élongation
cellulaire, mais aussi la division cellulaire a été considérablement réduite, voire supprimée chez
les plants stressés (Beemster et al., 2005 ; Vandoorne et al., 2012).
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L'inhibition de la croissance des parties aériennes ne doit pas nécessairement étre considérée
comme un symptéme défavorable du stress hydrique. Elle pourrait également étre liée a une
tentative de réduire la consommation d'eau grace a la limitation de la surface d'évaporation, ou
comme la conséquence de I'utilisation de photosynthétats pour I'élongation des racines (Skirycz
et Inzé, 2010 ; Muller et al., 2011).

Le stress hydrique affecte non seulement l'aspect morphologique des plantes, mais modifie
également le rapport de biomasse. Bradford et Hsiao (1982) et Sharp et Davies (1979) ont
rapporté que le stress hydrique diminue drastiqguement I'élongation des racines et de la zone
d'expansion de la feuille, mais que ces deux processus ne sont pas touchés de la méme maniére.
Nos résultats montrent que le poids sec des parties ariennes et des racines des deux especes
étudiées (A. arabica (Lam.) Willd. et P. aculeata L.) a tendance a diminuer au fur et a mesure
que I’approvisionnement en eau diminue.

En conditions de stress hydrique, certaines plantes allouent généralement plus de biomasse a leur
systéme racinaire de facon a favoriser une meilleure exploitation du sol et une meilleure
absorption de I’eau. La croissance des parties aériennes est genéralement plus réduite que la
croissance des racines (Liu et al., 2011), et la redistribution des photosynthétats est modifié pour
augmenter le rapport Parties racinaires/Parties aériennes (Crawford, 1989 ; Setter, 1990). C’est
ce que nous observons chez les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. En effet, la réduction du
poids sec au niveau des parties aériennes est plus importante qu’au niveau des racines, cela se
traduit par une augmentation du rapport PR/PA. Cette redistribution des photosynthétats en
faveur des racines au détriment des parties aériennes peut étre un mécanisme adaptatif pour
réduire la surface d’évaporation et faciliter I’absorption de I’eau (Liu and Stiitzel, 2004; Singh
and Singh, 2006 ; Diaz-Lopeza et al., 2012). Par contre, chez les plants stressés de P. aculeata,
nos résultats ont montré que le poids sec des parties aériennes et racinaires (biomasse pondérale)
a été affecté de la méme maniere. Les plants stressés de P. aculeata L., n’ont pas modifié la
distribution de leur biomasse entre PA et PR. En effet, le rapport PR/PA est stable et trés proche
de celui des témoins tout le long de I’expérimentation ; rarrét de I’accumulation de la matiére
séche a lieu au méme moment dans toutes les parties du végétal et avec les mémes proportions
quand la TRE est de 78,53+3,49 % d’ou la stabilité du rapport.

Des études ont rapporté que le stress hydrique cause d'importantes réductions de la hauteur du
plant, du nombre de feuilles, de la surface foliaire, du poids frais et sec des plants de coton et
d’un certain nombre de Cucurbitacées (Timpa et al., 1986, Akinci et Losel, 2009 et 2010).

Nos résultats montrent que chez les plants d’A. arabica (Lam.) Willd., la surface foliaire est
réduite a une TRE de 82,58+0,99 % pour les feuilles déja développées avant I’application du
stress et seulement a une TRE de 92,81+1,19 % pour les feuilles formées apres le traitement. Par
ailleurs, chez les plants stressés de P. aculeata L., la surface foliaire diminue significativement a
une TRE de 78,53+3,49 % et continue a diminuer jusqu’a la fin de I’expérimentation pour les
feuilles déja développées avant I’application du stress et seulement a une TRE de 92,63+1,62 %
pour les feuilles formées aprés I’application du stress.
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La sensibilité des feuilles formées apres I’application du stress est plus grande et cette réduction
est probablement due d’une part & une diminution de la turgescence cellulaire comme dans le cas
des feuilles déja formées avant I’application du stress, et d’autre part a une réduction du nombre
de cellules due a la diminution de la division cellulaire.

La reduction de la surface des feuilles formées aprés le début du stress hydrique peut étre
considérée comme étant une stratégie d’adaptation a la sécheresse (Abbate et al., 2004).

La surface foliaire spécifique (SFS) représente la surface de capture de lumiere déployée par la
masse seche alloué (Hamilton et al., 2005). Une SFS élevée reflete I'apparition de feuilles plus
minces, qui sont moins colteuses a produire et a maintenir (Lee et Graham, 1986) permettant
une capture opportuniste de I'énergie solaire pour les plantes (Grotkopp et Rajméanek, 2007). La
surface foliaire spécifique (SFS) est un parametre qui régule la réponse physiologique des
plantes, tels que l'assimilation du carbone (Lambers et Poorter, 1992). Avec une SFS élevée les
plants de Ageratum houstonianum peuvent produire une plus grande surface assimilatrice d’une
quantité fixe de carbone, indiquant une plus grande capacité d'interception de la lumiere (Zou et
al., 2007).

La surface foliaire spéecifique est un indicateur de I’épaisseur des feuilles, qui est souvent réduit
dans des conditions de stress hydrique (Marcelis et al., 1998). La surface foliaire spécifique
(SFS) (qui est le rapport entre la surface foliaire et la biomasse seche foliaire) chez les plants
stressés d’A. arabica (Lam.) Willd. est similaire & celle des plants témoins jusqu’a une TRE de
68,34+6,87 % pour les feuilles formées avant et aprés le stress hydrique. Cependant la SFS
diminue par rapport aux témoins quand le stress devient sévere. Par ailleurs, la surface foliaire
spéecifique (SFS) augmente dans la premiere période de stress hydrique chez les feuilles stressées
de P. aculeata formees avant I’application du stress, alors que dans les feuilles formées apres
I’application du stress, la SFS reste proche des témoins, cependant pour les deux types de
feuilles, la SFS diminue quand la TRE est de 78,53+3,49 % et jusqu’a la fin de
I’expérimentation.

Le stress hydrique agit sur les feuilles déja formées des deux especes étudiées, pour lesquelles la
multiplication cellulaire est achevée, en arrétant la croissance de cellules palissadiques ce qui
provoque la diminution de la surface foliaire par rapport aux témoins. Cette diminution de la SFS
est de a la perte de la turgescence cellulaire (Farooq et al., 2010a) .

Pour les feuilles qui apparaissent apres le déficit hydrique, la multiplication cellulaire est réduite
ce qui diminue la surface foliaire. La SFS diminue également suite a la diminution du nombre de
cellules formées dans la feuille réduisant ainsi sa surface. Des études ont montré qu’une baisse
de la surface foliaire spécifique s’accompagnait de modifications anatomiques, notamment un
épaississement des tissus de la feuille (Vidal et Pagnonec, 1985).

La réduction de la surface foliaire spécifique sous I’effet d’un stress hydrique est supposée étre
un moyen d’améliorer I’efficacité instantanée de I’utilisation de I’eau définie par le rapport A/E
(assimilation nette du COy/transpiration instantanée) (Wright et al., 1994 ; Craufurd et al.,
1999). De méme, la réduction de la perte d’eau par la fermeture des stomates sous I’effet d’un
stress hydrique augmente I’efficacité de I’utilisation de I’eau (Liu et al., 2005 ; Farooq et al.,
2009).
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Tableau 10. Evolution de I’efficacité instantanée de I’utilisation de I’eau définie par le rapport
AJ/E des plants témoins (T) et stressés (S) par arrét d’arrosage d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et
de Parkinsonia aculeata L..

Durée du stress (jours)

7 11 13 15 22 32

Wog , T 062032 089+0,07 0,79+0,06 1024010  1,03+0,13  0,54+0,02
<00 Acacia =

£0 £ S 069017 216+0,10" 300£045"  2,40£0,10"  1,96+0,47°  3,38+0,38™
Shro

2 E% T 101#011 098+0,15  1,12+0,07 1464008  0,96+0,09

SISl Parkinsonia

= S 093+0,04 855+3,14™ 1369+231" 13484254 28,16+3,46™

Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de
Duncan.

L efficacité instantanée de I’utilisation de I’eau permet de maintenir au mieux I'état métabolique
de la plante et donc un meilleur potentiel de croissance des espéces agroforestieres a usages
multiples (Kumar et al., 2003; Kusaka et al., 2005). Par conséquent, les plantes en situation d’un
stress hydrique faible ou modéré, améliore souvent leur efficacité de I’utilisation de I’eau
(Tschaplinski et al., 1998 ; Liu et al., 2005 ; Yin et al., 2005). En effet, chez les plants stressés
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L. (Tab. 10) le rapport A/E
augmente par rapport aux témoins tout le long de I’expérimentation correspondant a une
meilleure efficacité de I’utilisation de I’eau.

IVV.3. Effet de I’arrét d’arrosage sur les parameétres liés a la photosynthése

IV.3.1. Effet de I’arrét d’arrosage sur les pigments chlorophylliens chez Acacia arabica
(Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L.

La concentration en chlorophylles totales (Fig. 28A) a été a peine modifiée par le stress hydrique

chez Acacia arabica (Lam.) Willd. ; les différences entre les plants témoins et stressés ne sont

significatives qu’au 32°™ jour d’arrét d’arrosage (p<0,01).
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Figure 28. Evolution de la teneur en chlorophylles totales chez les plants témoins et stressés

d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B). Les barres représentent
I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a
*P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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Par contre, chez Parkinsonia aculeata L., la concentration en pigments photosynthétiques des
feuilles des plants stressées reste stable et proche de celles des témoins tout au long de
I’expérimentation (Fig. 28B).

Chez les deux espéces étudiées, le rapport Chl a/b (Tab. 11) demeure inchangé par le stress
hydrique tout au long de la période de stress.

Tableau 11. Evolution du rapport Chlorophylle a/b des feuilles des plants témoins et stressés par
arrét d’arrosage d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L..

Durée du stress (jours)

7 11 13 15 22 32
. Témoin 4,38 3,94 4,23 4,23 4,37 4,01
Acacia Stressé 4,04 3,98 4,16 3,93 3,88 4,07
_ . Témoin 3,07 3,31 3,15 3,30 3,19
Parkinsontal e 3,32 3,27 3,34 3,29 3,24

1VV.3.2. Discussion

La teneur en chlorophylles est un facteur important pour la détermination de la capacité
photosynthétique (Anjum et al., 2011).

Chez les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd., le stress hydrique n'a eu aucune incidence sur la
concentration en chlorophylles totales jusqu’a une TRE de 68,34+6,87 %. Cependant, une
réduction de la teneur en chlorophylles totales chez Acacia arabica (Lam.) Willd. a la fin de
I’expérimentation a été constatée ; a cette période, les plants ont été soumis a une déshydratation
sévere, la teneur en eau des feuille (WC) est réduite ; elle est inférieure a 55% et la TRE atteint
42,14+3,29 %.

En ce qui concerne Parkinsonia aculeata L., nos résultats montrent que les pigments
chlorophylliens restent stables dans les feuilles des plants stressés, méme a une TRE de
46,61+2,95 % correspondant au 22°™ jour d’arrét d’arrosage. Nous avons également remarqué
que le rapport Chl a/b demeure stable tout le long de la période de stress, ce qui suggére que
I’appareil photosynthétique n’est pas particulierement sensible au stress hydrique.

Sous un stress hydrique sévére le contenu en chlorophylle diminue souvent en raison de la
dégradation de la chlorophylle (Martinez-Ferri et al., 2004 ; Jaleel et al., 2009 ; Pompelli et al.,
2010 ; Anjum et al., 2011). Le contenu en pigments chlorophylliens est réduit en conditions de
stress hydrique particulierement chez les plantes sensibles tels que I’orge (Oukarroum, 2007), le
coton (Massacci et al., 2008) et Catharanthus roseus (Jaleel et al., 2008a et d). Cette réduction
des pigments peut étre considérée comme la conséquence d’une sénescence precoce, qui peut
avoir un impact délétere marqué sur la photosynthese nette (Ashraf et al., 1994 ; Pukacki et
Kaminska-Rozek, 2005; Zhao et al., 2008 ; Ge et al., 2011).

Cependant chez les plantes tolérantes, telle que le Parkinsonia aculeata L. aucune réduction du
contenu en chlorophylles totales n’est enregistrée ; ces résultats sont en accord avec ceux de
Sapeta et al. (2013) sur les plants de Jatropha curcas soumises a un stress hydrique.
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La réduction des pigments photosynthétiques chez les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. trés
stressées peut étre liée a la photo-oxydation des pigments résultant du stress oxydatif causé par
un exces d’énergie absorbée (Powles, 1984 ; Kato and Shimizu, 1985 ; Krause, 1988). Des
études ont reporté que le contenu en chlorophylle diminue de maniéere significative chez les
plants de tournesol (Kiani et al., 2008) et chez Vaccinium myrtillus (Tahkokorpi et al., 2007)
soumises a un stress hydrique sévere. Un rapport Chl a/b constant malgré la diminution du
contenu en chlorophylles chez Acacia arabica (Lam.) Willd. a la fin de I’expérimentation,
pourrait étre explique par un mécanisme d’adaptation qui empécherait I’absorption de I’énergie
en exces.

La chlorophylle est en perpétuel équilibre entre synthése et dégradation (Jacob-Wilk et al.,
1999). La régulation de la concentration en chlorophylles, via la balance dégradation/synthése,
pourrait alors étre un moyen pour les plantes de se protéger contre un exces d’énergie lumineuse
en conditions de sécheresse.

Selon les deux stratégies proposées par Kranner et al. (2002), Parkinsonia aculeata L. et Acacia
arabica (Lam.) Willd. peuvent étre classées parmi les especes "homoiochlorophyllous™ qui
gardent leur pool de chlorophylle intact au cours du dessechement. Une grande part de I’énergie
lumineuse captée et convertie en énergie électrochimique au niveau des centres réactionnels
serait alors en exces dans les chloroplastes de ces plantes. Pour faire face a cette situation, ces
especes devraient se munir d’importants mécanismes protecteurs contre les radicaux libres
formés. En revanche, quand le stress se prolonge et devient de plus en plus sévere, une réduction
de la chlorophylle a été enregistrée plus spécialement chez Acacia arabica (Lam.) Willd..

La deuxieme stratégie concerne les plantes sensibles qui sont classées parmi les especes
"poikilochlorophyllous”, qui réduisent leur concentration en chlorophylle afin d’absorber moins
d’énergie lumineuse et d'avoir ainsi moins d’énergie électrochimique en exceés. La perte de
chlorophylles pourrait ainsi étre le signe d’un stress photooxydatif, ou plus probablement un
mécanisme d’acclimatation de la machinerie photosynthétique.

I1\V.3.3. Effet de I’arrét d’arrosage sur la fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence de la chlorophylle a été régulierement utilisée pour évaluer le rendement de la
photosynthése des plantes. Les quatre paramétres étudies sont :

v" Le rendement photosynthétique du PSII (®PSII),

v" le ratio Fv/Fm qui représente I’efficacité maximale du PSII lorsque tous les centres
réactionnels sont ouverts ; c’est la capacité a convertir sous forme chimique I’énergie
lumineuse regue. Ce ratio est un indicateur sensible des performances
photosynthétiques.

v" En fonction de la quantité de fluorescence émise et de I’apport énergétique initial, le
quenching photochimique (gP) est mesuré, c’est la part d’énergie utilisée pour
I’assimilation carbonée

v Le taux de transport des électrons (ETR).
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1VV.3.3.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

Les paramétres liés a la fluorescence sont légérement modifiés par le stress hydrique. En effet,
les deux parametres: Efficience photochimique du PSIlI (Fig. 29A) et le quenching
photochimique, gP (Fig. 29B) demeurent identique chez les plants témoins et les stressés durant
toute I’expérimentation.

En revanche, le rendement quantique maximum de la photochimie du PSII (Rapport Fv/Fm, Fig.
29C) commence a diminuer a partir du 22émejour d’arrét d’arrosage et diminue encore plus a la
fin de I’expérimentation (P<0,001). Le taux de transport des electrons (ETR) reste constant
jusqu’au 20°me jour d’arrét d’arrosage chez les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ,
mais diminue légerement a la fin de I’expérimentation (Fig. 29D).
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Figure 29. Evolution du rendement photosynthétique du PSII, ®PSII (A), quenching
photochimique, gP (B), efficacité maximale du PSII, Fv/Fm (C) et le taux de transport des

électrons, ETR (D) des plants témoins et stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. Les barres
représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les
témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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1VV.3.3.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

L’evolution des deux facteurs ®PSII et le rapport Fv/Fm des plants stressés de Parkinsonia
aculeata L. est similaire a celle des plants témoins jusqu’au 15°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig.
30A,C). Au-dela on note une baisse tres hautement significative (p<0,001) des deux parametres
a la fin de I’expérimentation. Le quenching photochimique (gP) qui représente la proportion de
centres réactionnels du PSII ouverts (Fig. 30B) demeurent identique chez les plants témoins et
stressés durant toute I’expérimentation. Toutefois, le taux de transfert des électrons (ETR) (Fig.
30D) chez les plants stresses diminue a la fin de I’expérimentation (p<0,001).
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Figure 30. Evolution du rendement photosynthétique du PSII, ®PSII (A), quenching
photochimique, gP (B), efficacité maximale du PSIl, Fv/Fm (C) et le taux de transport des

électrons, ETR (D) des plants témoins et stressés de Parkinsonia aculeata L.. Les barres représentent
I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a
*P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.

1VV.3.3.3 Discussion

L’ acclimatation des plantes aux changements des conditions environnementales telle que la
sécheresse est essentielle a leur survie et a leur croissance. Les réponses des plantes au stress
hydrique au niveau de la phase claire de la photosynthése sont tres complexes. Le stress hydrique
inhibe I"activité photosynthétique dans les tissus en raison d’un déséquilibre entre la capture de
la lumiére et son utilisation (Foyer and Noctor, 2000).
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La sous-régulation de I'efficacité du PSII pourrait étre une stratégie permettant a la plante de
mieux contréler le transport d'électrons photosynthétiques ainsi que la production d'ATP et de
NADPH qui serait en équilibre avec la diminution de la capacité d’assimilation du CO, chez les
plants stressés (Baker and Rosenqvist, 2004). Une telle protection vis-a-vis de la photoinhibition
conduit a un taux de transport des électrons (ETR) réduit (Flexas et al., 2004).

Chez les plants d’A. arabica, les résultats obtenus pour les parameétres liés a la fluorescence
montrent que ni I’efficience du PSII (®PSII), ni le quenching photochimique (gP) ne semblent
étre affectés par le stress hydrique, méme sévere (TRE de 42,14+3,29 %) aprés 32 jours de
traitement. Par conséquent, chez A. arabica, la photochimie du PSII n'a pas été affectée par le
stress hydrique.

Chez les plants de P. aculeata, les données du rapport Fv/Fm qui est un indicateur sensible des
performances photosynthétiques et les parametres de fluorescence (®PSII et gP), ainsi que la
composition en chlorophylles confirme que I’appareil photosynthétique n’est pas endommagé
par le stress hydrique. Par ailleurs, a la fin de la période de stress, a une TRE de 46,61+2,95 %
juste avant la mort de la majorité des plants, I’efficience photochimique du PSII diminue ; cette
baisse pourrait étre associée a une altération du rapport Fv/Fm accompagnée d’une diminution
du taux de transport des électrons (diminution du ETR). Lorsque I’énergie lumineuse absorbée
par les organes photosynthétiques dépasse I’énergie utilisée et transférée, le rapport Fv/Fm
diminue significativement. Ceci est un bon indicateur de la photoinhibition (Oquist et al., 1992 ;
Demmig-Adams et Adams, 1992).

Toutefois, nous avons remarque I’absence de I’impact du stress hydrique sur le quenching
photochimique (qP), qui indique qu’une forte proportion de centres réactionnels du PSII est
ouverte ; cela confirme I’hypothése que I’appareil photosynthétique de Parkinsonia aculeata L.
n’est pas particulierement sensible au stress hydrique.

Suite a la fermeture des stomates provoquee par le stress hydrique, une diminution de la
photosynthése et donc du facteur ®PSII est observée, ainsi qu’une réduction du flux d’électrons
(Baker et Rosenqvist, 2004). Cette réduction du flux d’électrons (diminution du ETR) a été
clairement rapportée (Flexas et al., 2004). Toutefois, le flux d’électrons, ainsi que le facteur
@PSII, peut également étre maintenu & une certaine valeur avec comme accepteur final de ces
électrons les réactions de photorespiration (Cavender-Bares and Bazzaz, 2004).

Les effets directs du stress hydrique sur le fonctionnement du PSII dépendent de la sensibilité
et/ou de la résistance des plantes étudiées. Certains auteurs suggere que sous un faible stress
hydrique, la photochimie du PSII n’est pas affectée (Genty et al., 1987). Tandis qu’un stress
sévere, diminue I’efficience des PSII, ®PSII (Genty et al., 1989 ; Meyer and De Kouchkovsky,
1993 ; Praexedes et al., 2006). D’autres, au contraire, ne notent aucune atteinte au
fonctionnement des PSII (Cornic et Fresneau, 2002), méme dans le cas d’un stress sévere et
prolongé (Pankovic et al., 1999) sur Helianthus annus.
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1VV.3.4. Effet de I’arrét d’arrosage sur I’assimilation photosynthétique et la concentration
interne du CO,

1VV.3.4.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

Le stress hydrique a induit chez Acacia arabica (Lam.) Willd. une diminution rapide du taux
d’assimilation nette de CO, (A,) qui atteint des valeurs proches de 0 pmol m™? s & la fin de
I’expérimentation (Fig. 31A). En revanche, la concentration interne du CO, augmente chez les
plants stressés comparativement aux témoins les premier jours du traitement (jusqu’au 15°m jour
d’arrét d’arrosage), puis diminue progressivement (P<0,01) a la fin de I’expérimentation (Fig.
31B).
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Figure 31. Evolution de I’assimilation nette du CO,, A, (A) et de la concentration interne en

CO;, Ci (B) des plants témoins et stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. Les barres représentent
I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a
*P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.

I1VV.3.4.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

Durant les premiers jours de traitement, la photosynthése nette (A,) chez Parkinsonia aculeata
L. augmente de maniére significative par rapport aux témoins (jusqu’au 13*™ jour d’arrét
d’arrosage). La réduction de la photosynthése nette ne survient qu’apres le 13°me jour d’arrét
d’arrosage (Fig. 32A). La concentration interne en CO, dans les cavités stomatiques (Ci)
augmente progressivement chez les plants stressés jusqu’au 15°™ jour d’arrét d’arrosage
(p<0,001), au-dela nous notons une chute de Ci a la fin de I’expérimentation pour rejoindre les
valeurs des témoins (Fig. 32B).
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Figure 32. Evolution de I’assimilation nette du CO,, A, (A) et de la concentration interne en

COg, Ci (B) des plants témoins et stressés de Parkinsonia aculeata L.. Les barres représentent I’erreur
standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05,
**pP<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.

1VV.3.4.3 Discussion

Lors d’un déficit hydrique, I’activité physiologique de la feuille, et plus particulierement la
photosynthése et la conductance stomatique sont affectées (Lawlor, 2002 ; Lowlor et Cornic,
2002).

Chez les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. le stress hydrique induit, a une TRE de
92,81+1,19 % correspondant au 13°™ jour d’arrét d’arrosage, une diminution substantielle et
progressive du taux d’assimilation nette du CO, (An) par rapport au témoin. L’inhibition de la
photosynthése nette peut entrainer des dommages dans les photosystemes conduisant a
I'altération de la phase claire, la dégradation de la chlorophylle, la fermeture des stomates,
I'inhibition de la Rubisco et de I’activité des autres enzymes, éléments clés de la régulation de la
régénération du RuBP telles que La sedoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) et la fructose-
1,6-bisphosphatase (Allen et al., 1998 ; Cornic et Fresneau, 2002 ; Lawlor, 2002 ; Parry et al.,
2002 ;. Flexas et al., 2004 ; Vandoorne et al., 2012).

Chez A. arabica, I’inhibition de la photosynthese semble étre liée a la fermeture des stomates,
mais l'augmentation des valeurs de la concentration interne en CO, (C;) enregistrées chez les
plants stressés pendant la premiere phase de stress (Fig. 16A) montre que la concentration en
CO, dans les cavités substomatales n'est pas un facteur limitant. Une telle augmentation,
survenant malgré la fermeture des stomates, suggere que la conductance interne du transfert de
CO;, est limitée dans les plantes stressées tel que rapporté chez d'autres espéces soumises a un
stress hydrique (Warren, 2008). Cette diminution de la conductance interne pourrait résulter
d'une combinaison entre les facteurs anatomiques, morphologiques et biochimique des feuilles et
la majorité de la résistance a la diffusion de gaz doit se produire dans la phase liquide a partir de
la paroi des cellules vers le site de carboxylation. A partir du 13*™ jour d’arrét d’arrosage, la
concentration interne de CO, (C;) diminue ; I'impact du stress sur la conductance interne pourrait
étre considerée comme réversible.
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Chez les plants de Parkinsonia aculeata L., la photosynthese nette est stable les premiers jours
de stress et ne diminue rapidement qu’a partir du 13°™ jour de déshydratation puis reste stable
jusqu’au 22°™ jour d’arrét d’arrosage.

Le statut hydrique des plants de Parkinsonia aculeata L. diminue progressivement sont en
fonction de la sévérité du stress hydrique. Malgré les trés faibles valeurs de la TRE, cette espece
maintient une activité photosynthétique importante (une augmentation d’environ 30% par
rapport aux témoins est constatée) jusqu’au 13°™ jour d’arrét d’arrosage. La fluorescence et les
données des echanges gazeux ainsi que la composition en chlorophylles semblent confirmer que
Parkinsonia aculeata L. est une espéce résistance a la sécheresse. Par conséquent, la diminution
de la photosynthése nette entre le 15°™ et le 22°™ jour pourrait étre expliquée principalement par
la fermeture des stomates, plutét que par des composants non-stomatiques. Néanmoins, les
valeurs de la concentration interne en CO, (Ci) montrent une augmentation progressive qui
suggere que la conductance interne du transfert du CO,, a éte limitée.

Ainsi, I'inhibition de la photosynthese chez les plants stresses de Parkinsonia aculeata L. ne doit
pas étre considérée comme une conséquence du stress hydrique sur la phase claire de la
photosynthése, mais plutét comme le résultat d'une limitation stomatique et/ou I'inhibition de
I’activité des enzymes liées a la fixation du CO, (Parry et al., 2002).

La diminution de la photosynthése due a la fermeture des stomates et & des processus non
stomatiques (Lawlor and Cornic, 2002 ; Aranjuelo et al., 2007 ; Lawlor and Tezara, 2009 ;
Chaves et al., 2009) serait le symptdme primaire du stress hydrique (Chaves et al., 2009). La
réduction de I'assimilation du CO, en condition de déficit hydrique est souvent associée a la
fermeture des stomates (Chaves et al., 2003). Une conductance stomatique plus élevée augmente
généralement la diffusion du CO, dans la feuille et donc son incorporation dans la biomasse.
Sous un stress hydrique faible ou modéré, la fermeture des stomates est le principal facteur
limitant I'activité photosynthétique mais apres un stress hydrique sévére une déficience
métabolique survient (Medrano et al., 2002) y compris les dommages des enzymes
photosynthétiques (Erice et al., 2011).

IV.4. Effet de I’arrét d’arrosage sur I’ajustement osmotique

L’osmorégulation ou I’ajustement osmotique est I’une des stratégies de tolérance des plantes au
stress hydrique. Les plantes soumises a un stress ont besoin de baisser leur potentiel osmotique
interne pour maintenir leur turgescence. Cette baisse du potentiel osmotique qui est généralement
acquis par I’augmentation de la concentration en osmotica cellulaire, soit par augmentation de la
synthése de solutés compatibles (Tester and Davenport, 2003 ; Ahmad and Sharma, 2008).

1V.4.1. Evolution du potentiel osmotique et du potentiel osmotique en pleine turgescence.

IV.4.1.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

Le potentiel osmotique reste constant chez les plants témoins d’Acacia arabica ; il varie entre -
1,39 £ 0,13 et -1,45 + 0,10 MPa. Par ailleurs, chez les plants faiblement stressés le potentiel
osmotique (¥s) reste identique a celui des plants témoins, puis il diminue progressivement pour
atteindre une valeur de -3,38 £ 0,24 MPa quand le stress est plus severe (Fig. 33A).
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Le potentiel osmotique en pleine turgescence (¥s;co) commence a diminuer progressivement et
de maniere significative chez les plants stressés d’A. arabica quand le stress est modéré (Fig.
33B).

1VV.4.1.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

Le potentiel osmotique (¥s) chez les plants témoins de Parkinsonia aculeata L. est constant tout
le long de I’expérimentation et varie entre -1,41 + 0,07 et -1,59 = 0,21 MPa. Chez les plants
stressés de Parkinsonia aculeata L., le potentiel osmotique ne diminue que lorsque le stress
devient séveére pour atteindre un ¥s de -1,99 + 0,06 et -2,49 £+ 0,19 MPa a la fin de
I’expérimentation (Fig. 34A).

Le potentiel osmotique en plein turgescence (¥s;co) diminue progressivement et de maniere
significative chez les plants stressés séverement (Fig. 34B).

1V.4.2. Evolution de la teneur en proline

1VV.4.2.1 Chez Acacia. arabica

La teneur en proline reste inchangée chez les plants témoins d’Acacia arabica (Lam.) Willd., soit
une valeur moyenne de 3,21 + 0,28 pmol g™ de PS (Fig. 33C). Chez les plants stressés, la teneur
en proline a suivi la méme évolution que les plants témoins pendant un stress faible. Cependant,
le stress hydrique conduit & une augmentation notable de la teneur en proline foliaire (22,43 +
1,97 pmol g* de PS) quand le stress commence & devenir plus sévére & une TRE de 68,34+6,87
%. A la fin de I'expérimentation, lorsque le stress est tres sévere (TRE de 42,14+3,29 %), une
plus forte concentration en proline a été enregistrée (98,97 + 5,69 pumol g* de PS).

1VV.4.2.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

Chez les plants stressés de Parkinsonia aculeata L., la teneur en proline suit la méme allure que
celle des plants témoins a un niveau de stress faible (Fig. 34C). Cependant, le déficit hydrique
provoque une augmentation réguliere la teneur en proline foliaire ; cette augmentation est en
fonction de I’intensité du stress, et la teneur la plus élevé (60,8+3,92 umol g™ de PS) a été
enregistrée a la fin de 1'expérimentation (P<0,001).

1VV.4.3. Evolution de la teneur en sucres solubles et en amidon

1V.4.3.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

La teneur en sucres solubles totaux et en amidon varie peu chez les plants stressés d’A. arabica
quelque soit le niveau de stress hydrique (Fig. 33D, E).

1VV.4.3.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

La teneur en sucres solubles augmente chez les plants stressés de P. aculeata L. par rapport aux
plants témoins quand le stress est faible, soit une TRE de 92,63+1,62 % (Fig. 34D), ce taux reste
stable et élevé, soit deux fois plus que celui des plants témoins tout au long de I’expérimentation
(p<0,01). Par ailleurs, la teneur en amidon chez les plants stressés n'est pas significativement
différent de celle des plants témoins (Fig. 34E), sauf a la fin de I'expérimentation (p<0,001) ou
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2éme

une baisse significative a été enregistrée au 2 jour d’arrét d’arrosage (70,31+ 5,01 mg. g™ de
PS), soit une réduction de 50 % par rapport aux témoins.
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Figure 33. Evolution du potentiel osmotique, ¥s (A), Potentiel osmotique en pleine turgescence,
s, ¢ (B), teneur en proline (C), en sucres solubles (D) et en amidon (E) des plants témoins et

stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. Les barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n=6). Les
astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test
multiple de Duncan.
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Figure 34. Evolution du potentiel osmotique, ¥s (A), Potentiel osmotique en pleine turgescence,
¥s,c (B), teneur en proline (C), en sucres solubles (D) et en amidon (E) des plants témoins et

stressés de Parkinsonia aculeata L.. Les barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n=6). Les
astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test

multiple de Duncan.
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1V.4.4. Evolution de la teneur en polyamines libres

1VV.4.4.1 Chez Acacia. arabica

Sous des conditions non stressantes, le niveau de la putrescine (Put) augmente par rapport au
témoin (P<0.001), et continue d’augmenter avec la sévérité du stress jusqu’a la fin de
I’expérimentation pour atteindre une teneur 6 fois plus importante que celle du témoin (P<0,001)
quand le stress est sévere (Fig.35A).

La teneur en Spermidine (Spd) et en spermine (Spm) est identique a celles des témoins dans des
conditions de non-stress. A un stress hydrigue modéré, la teneur en Spd diminue
significativement par rapport au témoin, et elle diminue encore plus lorsque le stress est plus
sévere, soit une réduction de 85 % au 32°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 35B). Cependant, la
teneur en Spm reste proche de celle du témoin le 15°me jour d’arrét d’arrosage pour diminuer
qguand le stress est plus sévéere (22éme jour d’arrét d’arrosage), soit une réduction de 88 %
comparativement au témoin (Fig. 35C).

1VV.4.4.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

Chez les plants témoins, la teneur en putrescine (Put) augmente en fonction du temps.
Cependant, le stress hydrique augmente de maniére significative la teneur en Put par rapport au
témoin & partir du 7°™ jour d’arrét d’arrosage et cette teneur reste élevée méme si le stress
devient de plus en plus sévére (Fig. 36A).

Dans des conditions non stressantes la teneur en Spermedine (Spd) et en Spermine (Spm) des
feuilles varie peu chez les témoins. Par contre, la teneur en Spd (Fig. 36B) et en Spm (Fig. 36C)
augmente significativement par rapport au témoin (P<0,01), dans des condition de non-stress
(7°™ jour d’arrét d’arrosage), ensuite cette teneur diminue progressivement en fonction de
I’intensité du stress, soit une réduction de 57 % et de 63 % respectivement pour la Spd et la Spm
comparativement au témoin.
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Figure 35. Evolution de la teneur en polyamines libres foliaires, putrescine (A), spermidine (B)

et spermine (C) des plants témoins et stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. Les barres
représentent I’erreur standard de la moyenne (n=6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les
témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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I’erreur standard de la moyenne (n=6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a
*P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.

Thése Nassima Lassouane 89



Résultats & Discussions

1VV.4.5. Discussion

L'objectif principal de I'ajustement osmotique est d’assurer le maintien de la turgescence
cellulaire (Bajji et al., 2000) par I’accumulation d’osmolytes compatibles tels que la proline
libre, la glycine bétaine, les sucres solubles...etc sous des conditions limitantes en eau
(Manivannan et al., 2007 ; Farooq et al., 2008). Cependant, I’accumulation des osmolytes dépend
principalement du statut hydrique et du stade de développement des plantes (Shao et al., 2006).

L ajustement osmotique est I’une des clés de I’adaptation des plantes au niveau cellulaire en
réduisant les effets néfastes induits par la sécheresse (Blum, 2005) ; il aide les plantes soumises
au stress hydrique d’une part a maintenir la turgescence de leurs feuilles en améliorant la
conductance stomatique pour un apport efficace du CO, (Kiani et al., 2007) et d’autre part il
favorise la capacité de la racine a absorber plus d’eau (Chimenti et al., 2006).

Nos resultats montrent que, chez les deux especes étudiées, bien que le potentiel osmotique (¥s)
ait diminué en réponse au stress hydrique, cette diminution n'était pas suffisante pour maintenir
la turgescence et la teneur en eau (WC) dans les tissus stressés. La diminution du potentiel
osmotique (¥s) induite par le stress hydrique peut étre la conséquence d'une accumulation
passive de solutés issu d’une déshydratation cellulaire progressive, ou le résultat d'une sur-
synthese active d’osmoticum solubles (Lutts et al., 1999). Ces deux processus ne s'excluent pas
mutuellement et peuvent donc apparaitre simultanément dans les tissus.

Pour vérifier si I’ajustement osmotique dans la plante résulte d’une déshydratation des feuilles ou
d’une accumulation active des osmolytes dans la cellule. Bajji et al. (2000) ont utilisé une
stratégie simple qui consiste a I’ajustement de la pression osmotique dans les cellules des plantes
par elimination des processus de déshydrations par la formule suivante : Ws;co = ¥s x
(WCs/WC+), ou Ws;co est le potentiel osmotique corrigée, s est le potentiel osmotique réelle
(mesuré) et WCs et le WC+ représentent la teneur en eau des plants, respectivement pour les
plants stressés et témoins.

Toutefois, lorsque le potenticl osmotique (W¥s) est ajustée par rapport a la teneur en eau des
feuilles du contréle, selon Bajji et al. (1998), une diminution du potentiel osmotique (¥s) induite
par le stress hydrique est encore enregistrée. Les plants d’A. arabica (Lam.) wWilld. ont donc été
en mesure de synthétiser des composés osmotiques qui pourraient aider la plante a protéger ses
structures cellulaires en présence de faible teneurs en eau.

Chez les plants de Parkinsonia aculeata L., la diminution du potentiel osmotique (‘Ws) induite
par le stress hydrique ne survient pas avant que le stress ne devient sévére (a une TRE de
78,53+3,49 %) et elle est motivée uniquement par une déshydratation passive (les valeurs de
¥s;co sont de -1,50 MPa et -1,58 MPa dans les plants stressés respectivement a un stress faible a
modéré. Ce processus ne doit pas étre considéré comme un ajustement osmotique "actif ".
L’accumulation de solutés a commencé a une TRE de 78,53+3,49 % quand le stress est sévere et
la valeur du Ws;co est de -2.02 MPa a une TRE de 46,61+2,95 %. En d'autres termes,
I'ajustement osmotique est un processus qui survient quand le stress est sévere chez Parkinsonia
aculeata L. au moment ou l'allongement est déja complétement inhibé. Un tel délai entre le début
du déficit hydrique et de l'induction de l'ajustement osmotique peut, au moins en partie,
expliquer la teneur en eau (WC) relativement faible enregistré dans les feuilles stressées a la fin
de I’expérimentation.
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L’accumulation de proline libre augmente dans les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.)
Willd. quand le stress est sévere, ce qui correspond a une TRE de 68,34+6,87 %, alors que le
potentiel osmotique (¥s) a déja légérement diminué en présence d’un stress modéré (TRE de
82,58+0,99 %). De méme, chez les plants de Parkinsonia aculeata L. la proline libre s’accumule
quand le stress commence a devenir sévére, a cette période correspondant a une TRE de
78,53+3,49 %, le potentiel osmotique des feuilles commence lui aussi a diminuer.

Une augmentation de I'accumulation de la proline peut aider les plantes a maintenir le statut
hydrique de leurs tissus et eviter ainsi les dommages das a la sécheresse (Szabados et Savoure,
2010). Si la concentration en proline est estimée sur la base de la teneur en eau, et en supposant
gu’elle s'accumule principalement dans le cytosol qui constitue environ 10% du volume total de
cellules, cela n’explique seulement qu’une partie de la totalité de I’ajustement osmotique quand
le stress est sévere. La proline est le soluté compatible le plus accumulé chez les plantes en
réponse a la sécheresse. Plusieurs auteurs ont montre une forte corrélation entre I’élévation du
niveau de proline et la capacité des plantes a survivre dans des conditions de stress salin et
hydrique (Szabados et Savouré, 2010).

Outre son réle dans I'ajustement osmotique, I'accumulation de la proline induite par le stress
hydrique a également été démontrée pour protéger les tissus contre les dommages oxydatifs, en
piégeant les radicaux libres (Smirnoff et Cumbes, 1989). Une teneur importante en proline
pourrait étre la conséquence de plusieurs facteurs: 1) stimulation de la biosynthese de
précurseurs; 2) oxydation lente de la proline ; 3) la dégradation rapide des protéines; 4)
I'incorporation lente de la proline en protéines dues a une altération de la biosynthese des
protéines.

Nos résultats montrent également que les sucres solubles ne sont pas impliqués dans I'ajustement
osmotique des plantes stressées d’Acacia arabica (Lam.) Willd., car leur concentration dans les
feuilles était relativement faible et pratiqguement inchangée en réponse au stress hydrique.
Warren et al. (2011) ont récemment montré que d'autres métabolites tels que pinitol, lI'acide
pipécolique et I’acide 4-hydroxypipecolique peuvent représenter les principaux contributeurs a
I'ajustement osmotique dans certaines espéces d’Acacias.

Cependant, I’accumulation des sucres solubles chez les plants de Parkinsonia aculeata L. devrait
donc étre considérée comme une conséquence de I'inhibition de la croissance plutét que d'une
tentative d'ajustement osmotique. L’accumulation des sucres solubles peut étre expliquée par le
fait que la photosynthese est résistante a la sécheresse tandis que la croissance a été inhibée. Nos
résultats montrent aussi que I’accumulation des sucres solubles chez Acacia arabica (Lam.)
Willd. et chez Parkinsonia aculeata L. ne résulte pas de la mobilisation de I'amidon. Cependant
chez Parkinsonia aculeata L. a la fin de I’expérimentation quand le stress est plus sévere
I’accumulation des sucres solubles pourrait résulter de la dégradation de I’amidon, ce dernier
diminue alors que les sucres solubles augmentent.

L implication des solutés compatibles telles que les polyamines dans I’ajustement osmotique est
largement decrite chez de nombreuses especes sous des conditions de stress biotiques et
abiotiques (Alcazar et al., 2010). Ces composés a faible poids moléculaire jouent un réle
important pendant la croissance et le développement des plantes (Hussain et al., 2011 ; Moschou
etal., 2012).
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Les polyamines, spermidine, spermine et leur précurseur la putrescine sont les plus communs et
donc les plus fréquemment étudiée, elles sont connues pour leur rdle de messagers
intracellulaires qui transmettrent les réponses physiologiques (Davies, 2004). Les concentrations
en polyamines sont affectées par le stress hydrique chez certaines especes végetales (Capell et
al., 2004 ; Kasukabe et al., 2004 ; Pearson et al., 2013).

Nos résultats indiquent que les polyamines libres sont affectées d’une maniére différente en
fonction de I’intensité du stress hydrique. Il est a noter que les différents niveaux de stress
hydrique, qu’il soit faible, modéré ou sevére provoque des changements au niveau de la teneur
en putrescine. A la différence de la spermine et la spermidine et a quelques exceptions pres, les
différents niveaux de stress conduisent a une accumulation de la putrescine. Le contenu en
polyamines libres, ne dépend pas seulement de leur biosynthése mais aussi de leur transport, leur
conjugaison et leur dégradation.

Nous avons observé dans nos échantillons que la teneur en putrescine a augmenter jusqu’a 6 fois
chez Acacia arabica (Lam.) Willd. sous un stress hydrique sévere. Todorova et al. (2008)
observe une augmentation jusqu’a 10 fois de la teneur en putrescine chez les plantes de blé
soumises a un stress hydrique severe.

Chez les plants de Parkinsonia aculeata L., les polyamines libres (spermidine et spermine)
s’accumulent sous I’effet du stress hydrique dans les premieres phases de I’expérimentation, en
situation de non-stress (a une TRE de 93,29+0,11 %), alors qu’elles restent identiques aux
témoins chez les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. Cependant, un stress hydrique sévére
conduit & une certaine diminution du contenu en spermidine et en spermine chez les deux
especes. Certaines études ont montré que les niveaux endogeénes de la putrescine augmentent
apres certains stress (Flore, 1991), mais que les changements dans la teneur en spermidine et
spermine sont ambigus.

Notre étude a montré que les niveaux sont élevés en putrescine chez les plants stressés d’Acacia
arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L.. L'accumulation de la putrescine semble
suffisante pour promouvoir la tolérance a la sécheresse chez A. arabica et P. aculeata. Nous
avons montré aussi que les niveaux de la spermidine et de la spermine n’augmentent pas au
cours de la déshydratation modérée et sévere mais plutét ils sont réduits. Ces mémes
observations concordent avec ceux d’Alcazar et al. (2010), qui a montré que I’accumulation de la
putrescine induite par la surexpression de I’arginine décarboxylase (ADC) augmente la tolérance
a la sécheresse dans des plantes d'Arabidopsis matures cultivees dans le sol et soumis a une
diminution progressive de la disponibilité de I'eau sur une période de deux semaines.

Les formes libres de la spermedine et la spermine ne sont pas significativement modifiées. Ces
polyamines peuvent étre principalement accumulées dans leurs formes liées (conjugués a de
petites molécules telles que les acides phénoliques ou des macromolécules tels que les acides
nucléiques et les protéines) (Todorova et al., 2008).
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La spermidine et spermine conjuguées sont plus actives que la Putrescine dans la stabilisation
des membranes et des constituants cellulaires, en se liant avec des groupes chargés négativement,
afin que les deux polyamines puissent étre impliquées dans la détoxication des espéces réactives
d’oxygene produites par le déficit hydrique (Todorova et al., 2008).

Kasukabe et al. (2004) suggere que la Spermidine agit également comme un régulateur dans les
voies de signalisation des stress, conduisant a une augmentation des mécanismes de tolérance au
stress dans les feuilles des plantes soumises a des conditions de sécheresse. En outre, Ha et al.
(1998) proposent également que la spermine peut protéger I'ADN dans des conditions de stress,
et peut agir directement en tant que piégeur de radicaux libres. Les formes liées de spermidine et
spermine ont été modifiés dans une plus grande mesure que les formes libres, elles pourraient
étre impliqués dans les mécanismes de protection des pousses de blé

IV.5. Effet de I’arrét d’arrosage sur la peroxydation des lipides (Mesure du
MDA)

Les membranes sont les principales cibles des processus de dégradation induits par la sécheresse.
En réponse a un stress hydrique moderé, une diminution de la teneur en lipides membranaires a
été constaté chez les plantes sensibles (Pham Thi et al, 1985 ; Monteiro de Paula et al., 1990).
Cette réduction est largement corrélée avec I’inhibition de la voie de biosynthese des lipides
(Pham Thi et al, 1987 ; Monteiro de Paula et al., 1993) et a une stimulation des activités de
dégradation et de peroxydation des lipides (EI Maarouf et al., 1999 ; Matos et al , 2001).
Cependant, une accumulation des lipides a été constatée lors d’un stress hydrique par arrét
d’arrosage chez les plants de Parkinsonia aculeata L. due a une activation de leur synthese
(Benadjaoud et al., 2013).

La peroxydation des lipides est une conséquence des dommages oxydatifs et a souvent éte
employe comme indicateur du stress oxydatif (Zhang et Kirkham, 1994).

IV.5.1. Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

La teneur en malondialdéhyde (MDA) chez les plants témoins reste constante tout le long de
I’expérimentation, avec une valeur moyenne de 44,6+0,3 nmol.g™* de PS (Fig. 37A) ; Elle est
plus faible chez les plants stressés que chez les témoins aprés 15°™ jour d’arrét d’arrosage
(P<0,001). Toutefois, la teneur en MDA était nettement plus élevée chez les plants stressés que
chez les plants témoins au 32°™ jour d’arrét d’arrosage (72,74+5 nmol.g? de PS), et une
augmentation de 68% par rapport aux témoins a été relevée.

1VV.5.2. Chez Parkinsonia aculeata L.

La teneur en malondialdehyde augmente avec I'dge de la plante chez les plants témoins de
Parkinsonia aculeata L. (Fig. 37B). Chez les plants stressés, la teneur en MDA est constamment
supérieure a celle des plants témoins jusqu'au 11°™ jour d’arrét d’arrosage. Cependant, la teneur
en MDA est particulierement plus faible chez les plants stressés que chez les plants témoins
aprés le 13°™ jour et ce, jusqu‘a la fin de I'expérimentation (P<0,001).
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Figure 37. Evolution de la teneur en Malondialdehyde, (MDA) des plants témoins et stressés de

Acacia arabica (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B). Les barres représentent I’erreur standard de la
moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou
***P<(,001 par le test multiple de Duncan.

1VV.5.3. Discussion

De nombreux stress en particulier le déficit hydrique conduisent a une forte production des ROS
qui engendrent un stress oxydatif (Foyer et Noctor, 2005). En effet, le déficit hydrique peut
entrainer la peroxydation des lipides membranaires en catalysant la formation de radicaux libres
ou espéces réactives de I’oxygéne (*O,, O,”, ‘OH, H,0,, HOO) lesquels s'attaquent aux lipides
insaturés conduisant a la libération d’hydroperoxydes (RO., ROO., RCOOQ., etc...) trés nocifs
pour les constituants cellulaires (Weckx et Clijesters, 1996 ; Jain and al., 2001).

La peroxydation lipidique indique la fréquence des réactions des radicaux libres dans les tissus
stressés et elle est généralement exprimée par la quantité de MDA, produit de la dégradation
oxydative des lipides et des acides gras polyinsaturés. C’est un parameétre qui nous renseigne sur
I’état structurel des membranes (Leul and Zhou, 1999 ; Gunes and al., 2007).

Selon nos résultats, la baisse du MDA est observée chez les plants d’Acacia arabica (Lam.)
Willd. stressés suggerant une diminution de la dégradation des lipides membranaires et une
meilleure protection des membranes des dommages oxydatifs. Cette meilleure protection chez A.
arabica semble résulter d’un systéme antioxydatif plus efficient.

Cependant, une augmentation substantielle de la teneur en MDA au 3o8me jour, quand le stress
devient sévere, montre une forte dégradation des lipides membranaire et confirme bien la
présence d’un état de stress oxydatif important au niveau des feuilles d’Acacia déshydratées, qui
pourrait étre di a I’accélération de la sénescence par I’augmentation des processus de

dégradation.

L’augmentation de la production de MDA observée chez les plants témoins de Parkinsonia
aculeata L. a la fin de I’expérimentation pourrait étre liée a I'apparition d'un léger stress oxydatif
méme dans des conditions non stressantes, en particulier au cours du développement (Foyer et
Noctor, 2012).

Thése Nassima Lassouane 94



Résultats & Discussions

Dans les feuilles des plants stressés, une accumulation transitoire du MDA a été observée a un
stress faible (TRE de 92,63+1,62 %), le stress oxydatif est induit dés la manifestation du déficit
hydrique. Les mécanismes efficaces permettant a la plante de faire face au stress oxydatif ne se
seraient declenchés que plus tard. Cette observation suggere que P. aculeata est, dans une
certaine mesure, est capable de faire face au stress oxydatif.

Dans les feuilles des plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. tres stressés I’augmentation de la
quantit¢ de MDA indique que la sécheresse prolongée cause une accumulation des ROS
provoquant une peroxydation accrue des lipides membranaires (Pastori and Trippi, 1993 ; Fu and
Huang, 2001), notamment des lipides chloroplastiques riches en acides gras polyinsaturés
(Benadjaoud et al., 2013). Les modifications observées au niveau des lipides du chloroplaste
peuvent affecter la structure des membranes thylakoidales et inhiber par conséquent la
photosynthése. Cette peroxydation peut entrainer une importante fuite d'électrolyte (Thompson et
al., 1987). De ce fait, I’augmentation du MDA est considérée comme un symptéme des degats
causeés par le stress oxydatif (Munne-Bosch et Penuelas, 2003).

IV.6. Effet de I’arret d’arrosage sur les mécanismes de photoprotection chez
A. arabica et P. aculeata.

IVV.6.1. Effet de I’arrét d’arrosage sur la photorespiration exprimée par le rapport ETR/A

La photorespiration a pour origine la double affinité de la Rubisco pour le CO; et I’O,. En
conditions naturelles, chez les plantes en C3 pour quatre molécules de CO, assimilées pour la
photosynthése, une molécule de CO, est perdue par la photorespiration. Lorsque les stomates se
ferment en réponse a un stress hydrique, le rapport CO,/O, diminue, la RubisCO fonctionne plus
en tant qu’oxygénase favorisant la photorespiration (Lawlor et Cornic, 2002). Le calcul du
rapport ETR/A nous indique I’orientation des électrons vers un puits alternatifs autre que la
photosynthése, notamment la photorespiration qui peut étre sollicité en conditions de stress
hydrique.

IV.6.1.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

L’efficacité du taux de transfert des électrons (ETR/A) chez les plants témoins d’Acacia arabica
(Lam.) Willd. est plutét faible et stable durant toute I’expérimentation. Cependant le rapport
ETR/A augmente fortement et de maniere considérable chez les plants stressés (P<0,001) apreés le
11%™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 38A).

1VV.6.1.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

L’efficacité du taux de transport des électrons est stable chez les témoins, avec une valeur
moyenne de 18,70+1,34 pmol d’e’. umol™ de CO,. L'efficacité de transport des électrons
(ETR/A) chez les plants stressés de Parkinsonia aculeata L. est réduite et faible jusqu’au 13°™
jour d’arrét d’arrosage. Une augmentation de ce rapport (ETR/A) est enregistrée dés le 15°me jour
d’arrét d’arrosage (p<0,001) (Fig. 38B).
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Figure 38. Evolution de I’efficacité de transport des électrons (Rapport ETR/A) des plants

témoins et stressés de Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B). Les
barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec
les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.

1VV.6.1.3 Discussion

Chez les plantes en C3, quand les stomates sont fermeés sous I’effet d’une contrainte hydrique et
que I’assimilation du CO:2 est réduite, la réduction photosynthétique de I’oxygene par la
photorespiration augmente et permet la consommation de I’exces d’énergie de I|’appareil
photosynthétique (Baker et Rosengvist, 2004). Dans notre cas, en condition de stress, la
réduction photosynthétique de I’O2 s’est avérée insuffisante pour la dissipation de I’exces de
I’énergie lumineuse interceptée par les antennes collectrices du PSII.

Chez les plants stresses d’Acacia arabica (Lam.) Willd., une nette augmentation du rapport
indicateur de la photorespiration ETR/A est observée quand le stress est faible et augmente
encore plus quand le stress est sévere. La photorespiration chez les plants stressés est plus
importante que chez les plants témoins. Une partie du flux d’électrons est donc orienté vers la
photorespiration réduisant alors I’écart entre plants stressés et plants témoins au niveau de
I’efficience du PSII. Le flux d’électrons, ainsi que le facteur ®PSII, peuvent également étre
maintenu a une certaine valeur avec alors comme accepteur final de ces électrons, les réactions
de photorespiration (Cavender-Bares and Bazzaz, 2004).

Le rapport ETR/A qui indique le niveau de photorespiration chez les plants de Parkinsonia
aculeata L. quand le stress est faible (Jusqu’a une TRE de 89,90+1,45 %) est faible et constant,
ce qui confirme clairement que les électrons photosynthétiques ont été utilisés pour I'assimilation
du CO; et que les réactions comme la photorespiration sont peu présentes. Cependant, dans des
conditions de stress modéré a sévere le rapport ETR/A a augmente de maniere significative alors
que I’assimilation nette de CO, (A,) est réduite ; ce résultat suggere que I’énergie d'excitation
dans l'appareil photosynthétique qui devrait étre normalement consommeée par assimilation du
CO;, est partiellement déviée vers la réduction photosynthétique de 1’0, via la photorespiration,
réaction Mehler-peroxydase ou le cycle eau-eau, conduisant a générer des espéces réactives de
I'oxygene (ROS).

Lorsque le flux électronique vers la carboxylation est réduit, le flux électronique vers la
photorespiration peut permettre de consommer les électrons excedentaires (Wingler et al., 2000 ;
Cornic et Fresneau, 2002 ; Lawlor et Cornic, 2002). De plus, la photorespiration produit des
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métabolites comme la sérine ou la glycine, qui sont des précurseurs d’antioxydants (tel le
glutathion pour la glycine). La photorespiration participerait ainsi a la protection contre les
dommages oxydatifs (Wingler et al., 2000).

D’autres puits alternatifs d’électrons, tels que la réaction de Mehler qui participe a I’utilisation
d’électrons surnuméraires au niveau des PSI et la réeduction des nitrates, peuvent étre sollicités en
conditions de stress hydrique. Cependant, la contribution des puits alternatifs, en particulier de la
réaction de Mehler, dans la dissipation d’énergie électronique excédentaire reste faible,
inférieure a 10 % (Chaves et al., 2002 ; Cornic et Fresneau, 2002 ; Flexas et Medrano, 2002).

I1VV.6.2. Effet de I’arrét d’arrosage sur le quenching non-photochimique (NPQ)

Le quenching (atténuation) non photochimique (NPQ) est considéré comme un indicateur de
I’énergie dissipee et donc non utile a I’assimilation carbonee (Joshi et al., 1995, Ruban et al.,
2002, Parida et al., 2007). La dissipation de I'énergie d'excitation sous forme de chaleur est
déterminée comme le quenching (atténuation) non photochimique (NPQ) de la fluorescence de la
chlorophylle pendant le transport photosynthétique d'électrons. Ce paramétre joue un réle clé
dans la protection des PSlIs de la photoinhibition.

1V.6.2.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

Chez les plants témoins d’A. arabica le quenching non photochimique (NPQ) est stable, avec
une valeur moyenne de 0,21+0,06. Les valeurs du NPQ (Fig. 19A) sont significativement plus
élevé chez les plants stressés dés que le stress est modéré (a partir du 15°™ jour d’arrét
d’arrosage) et continue d’augmenter avec la sévérité du stress hydrique (p<0,05) (Fig. 39A).

1VV.6.2.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

Le quenching non-photochimique (NPQ) demeure identique chez les plants de P. aculeata
témoins et stressés a un stress faible & modéré (jusqu’au 15°™ jour d’arrét d’arrosage) puis
augmente d’une maniére drastique chez les plants stressés sévérement (aprés le 15°™ jour d’arrét
d’arrosage) (Fig. 39B) pour réémettre 6 fois plus de lumiére sous forme de chaleur le 208me jour

de traitement que les témoins (p<0,001).
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Figure 39. Evolution du quenching non-photochimique (NPQ) des plants témoins et stressés de

Acacia arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B). Les barres représentent I’erreur
standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05,
**pP<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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1VV.6.2.3 Discussion

L’augmentation du quenching non photochimique (NPQ) induit par le stress est considéree
comme une stratégie efficace pour éviter la surexcitation de I'appareil photosynthétique et la
réémission d’une partie de I’énergie lumineuse en chaleur (Faria et al., 1996). Quantitativement,
la dissipation thermique d’énergie est de loin la forme de dissipation d’énergie (lumineuse ou
électronique) la plus importante. En effet, elle permet de dissiper plus de la moitié de I’énergie
absorbée (jusqu’a 70 %) méme chez des plantes bien irriguées (Chaves et al., 2002 ; Flexas et
Medrano, 2002). Parmi toutes les voies de dissipation d'énergie possible, la part de la dissipation
thermique peut s'élever jusqu'a 70-90 % lors d’un stress hydrique modéré a sévere (Flexas et
Medrano, 2002).

Au niveau de la réémission de I’énergie incidente sous forme de chaleur (facteur NPQ), les
plantes stressées d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L. ont un
comportement proche de celui des témoins en conditions de stress faible et modéré. En effet, le
facteur NPQ chez les plants d’A. arabica et de P. aculeata L. stressées et témoins est
significativement constant a un certain niveau de potentiel hydrique (-1.27 MPa pour A. arabica
et de -1.13 MPa pour le P. aculeata). En condition de stress hydrique sévere, quand le potentiel
hydrique baisse de 50%, cette réémission de I’énergie incidente sous forme de chaleur est
toutefois deux fois plus élevée chez les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et six fois
plus élevée chez les plants de Parkinsonia aculeata L. comparativement a leurs témoins
respectifs.

Chez les plants de Parkinsonia aculeata L., a la fin de la période de stress, juste avant la
sénescence de la majorité des plants, I’efficience photochimique du PSII (®PSII) diminue, tandis
que le quenching non photochimique (NPQ) augmente. La forte augmentation du quenching
non-photochimique (NPQ) vers la fin de la période de stress chez les plants stressés de
Parkinsonia aculeata L., associé & une diminution de I’efficacité réelle du PSII indique une
augmentation de la dissipation de I’énergie d’excitation du photosysteme 11 (PSII) sous forme de
chaleur qui pourrait jouer un réle majeur dans la prévention de la photoinhibition lors de la
déshydratation. Des résultats similaires ont été obtenus sur des plantes CAM (Clusia minor L.)
sous I’effet du stress hydrique, avec une diminution de 34% du ®PSII et une augmentation de
42% du NPQ (de Mattos et al., 1999).

Généralement, la diminution du rendement photosynthétique des PSlIs résulte aussi de la
photoprotection, par augmentation de la dissipation thermique de I’énergie lumineuse induite par
un exces d’absorption de lumiére (Demmig-Adams and Adams, 1992 et 1996).

1VV.6.3. Effet de I’arrét d’arrosage sur les caroténoides

Les caroténoides correspondent en majorité aux pigments associés aux chlorophylles, en
particulier le B-caroténe. Les caroténoides possédent plusieurs roles au sein des membranes
plastidiales. Certains sont localisées dans les antennes collectrices des photosystémes et ils
participent alors a la collecte de la lumiere, permettant un flux d’énergie vers les chlorophylles
(Britton, 1995), alors que d’autres sont connus pour leur capacité a atténuer efficacement
I’oxygeéne singulet (*O,) par transfert d’énergie (Foyer, 1997 ; Niyogi, 2000). Ils ont également
un réle clé dans la photoprotection en facilitant la dissipation thermique de I’énergie avec le
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cycle des xanthophylles et en participant a la stabilisation des membranes biologiques (Havaux,
1998).

IV.6.3.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

La concentration en caroténoides (Fig. 40A) sont a peine modifiées par le stress hydrique chez
Acacia arabica (Lam.) Willd ., les différences entre les plants témoins et stressés n’étant
significative qu’a un stress sévere (apres 22 jours d’arrét d’arrosage) (p<0,01). Le rapport
Caroténoides/Chlorophylles (Tab. 12) augmente significativement chez les plants stressés a la
fin de I’expérimentation (p<0,001).

1VV.6.3.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

La concentration en caroténoides dans les feuilles des plants stressés de Parkinsonia aculeata L.
est restée stable et proche de celle des plants témoins tout le long de I’expérimentation (Fig.
40B). Nous avons également remarqués que le rapport caroténoides/chlorophylles totales (Tab.
12) est resté stable tout au long de la période de stress.
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Figure 40. Evolution de la teneur en caroténoides des plants témoins et stressés d’Acacia

arabica (Lam.) Willd. (A) et de Parkinsonia aculeata L. (B). Les barres représentent I’erreur standard
de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou
***P<(,001 par le test multiple de Duncan.

Tableau 12. Evolution du rapport Caroténoides/chlorophylles totales dans les feuilles des plants
témoins et stressés par arrét d’arrosage d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia
aculeata L.

Durée de la contrainte hydrigue (jours

7 11 13 15 22 32
Acacia Témoi,n 0,19 0,18 0,21 0,19 0,19 0,19
Stressé 0,18 0,18 0,20 0,18 0,20 0,24
. . Témoin 0,15 0,16 0,16 0,16 0,17
parkinsonia

Stressé 0,15 0,15 0,16 0,16 0,17
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1VV.6.3.3 Discussion

Chez Acacia arabica et Parkinsonia aculeata L., les caroténoides restent stables dans les feuilles
stressées, méme a un stress sévere (soit a une TRE de 68,34+6,87 % pour A. arabica et une TRE
de 46,61+2,95 % pour P. aculeata L.). Nous avons également remarqué que le rapport
Caroténoides/Chlorophylles reste stable tout le long de la période de stress, ce qui suggere que
I’appareil photosynthétique n’était pas particuliérement sensible au stress hydrique.

Chez les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd., une diminution significative de la
teneur en caroténoides par rapport aux plants témoins a été enregistrée a la fin de
I’expérimentation, a une TRE de 42,14+3,29 %. Une augmentation importante du rapport
Car/Chl a été également enregistrée lorsque le stress est sévere

Les premiers mecanismes de dissipation d’eénergie excédentaire ont lieu au niveau des antennes
collectrices. Les caroténoides, en particulier le B-caroténe, pigments annexes de la photosynthese
sont excités par I’energie lumineuse, en méme temps que la chlorophylle, et peuvent évacuer une
partie de I’énergie recue (Kranner et al., 2002).

La stabilisation des caroténoides chez les deux espéces étudiées montre que ces COMpPOSES
interviennent probablement pour éviter la photoinhibition. D’autres caroténoides, tels que les
xanthophylles, permettent également d’évacuer I’énergie en exces, par dissipation thermique. Le
cycle des xanthophylles, par la production de zéaxanthine, est un mécanisme tres performant de
protection des plantes. (Hopkins, 2003)

1V.6.4. Effet de I’arrét d’arrosage sur le métabolisme phénolique

La voie des phénylpropanoides est une voie importante dans le métabolisme secondaire de la
plante, et produit une variété de composés phénoliques avec des fonctions structurelles liées a la
défense, y compris la lignine, les acides phénoliques, stilbenes et flavonoides. Les composés
phénoliques constituent chez les plantes le type de métabolites secondaires les plus abondants et
sont genéralement syntheétisés par la voie du shikimate (Dixon et Paiva, 1995). La Phénylalanine
ammoniac-lyase (PAL; EC 4.3.1.5) est une enzyme essentielle dans le métabolisme des
phénylpropanoides, catalysant la formation de I'acide trans-cinnamique par I'intermédiaire de la
désamination de la L-phénylalanine.

1V.6.4.1 Chez Acacia arabica (Lam.) Willd.

La teneur en polyphénols totaux (Fig. 41A) est relativement constante chez les plants témoins
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. (valeur moyenne de 343,27+18,22 mg GAE.g™ de PS). Chez les
plants stresses, la teneur en polyphénols totaux est similaire a celle des plants témoins jusqu’au
22°™ jour d’arrét d’arrosage. Cependant une augmentation significative (P<0,001) de 24% par
rapport au témoin est notée a la fin de I’expérimentation (456,53+33,14 mg GAE.g™ de PS).

La teneur en flavonoides dans les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. est restée
inférieure a celle des plants témoins jusqu’au 208me jour d’arrét d’arrosage, tandis qu'une
augmentation trés significative de 17% par rapport aux témoins est enregistrée au 32°™ jour
d’arrét d’arrosage (P <0,001) (Fig. 41B).

Thése Nassima Lassouane 100



Résultats & Discussions

La teneur en anthocyanes chez les plants témoins est relativement stable tout le long de
I’expérimentation (valeur moyenne de 0,23+0,05 mg Cyd-3-glu.g™* de PS). Chez les plants
stressés la teneur en anthocyanes augmente aprés le 7°™ jour et jusqu’au 13*™ jour d’arrét
d’arrosage, soit une augmentation de 48 % par rapport aux témoins, au-dela la teneur en
anthocyanes demeure stable et identique a celle des témoins. Toutefois, une accumulation
drastique (55%) des anthocyanes a été observée chez les plants stressés au jour 32°™ jour d’arrét
d’arrosage (0,58+0,03 mg Cyd-3-glu.g™ de PS, p <0,001) (Fig. 41C).

L'activité de la PAL (Fig. 41D) des plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd., est
identique a celles des plants témoins le 78me jour d’arrét d’arrosage. L'activité de cette enzyme
augmente de facon significative a partir du 15°™ jour (P < 0,01), jusqu'au 32°™ jour d’arrét
d’arrosage (P < 0,001), ou I’activité de la PAL est 3 fois plus importante que chez les plants
témoins.
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Figure 41. Evolution de la teneur en polyphénols totaux (A), flavonoides (B), Anthocyanes (C)

et I’activité de la PAL (D) des plants témoins et stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd.. Les
barres représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec
les témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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1VV.6.4.2 Chez Parkinsonia aculeata L.

Le stress hydrique induit une augmentation significative des polyphénols totaux a partir du
13°™ jour d’arrét d’arrosage et jusqu'a la fin du traitement (p < 0,001) comparativement aux

plants témoins (Fig. 42A).

Chez les plantes stressées, la teneur en flavonoides totaux n’augmente de fagon significative
gu’a partir du 13%me jour d’arrét d’arrosage (Fig. 42B), et reste supérieure a celle des plants
témoins jusqu'a la fin de I’expérimentation (p < 0,001), une augmentation de 36% par rapport
aux témoins est observée.

La teneur en anthocyanes est relativement stable chez les témoins (valeur moyenne de 0,15+
0,03 mg Cyd-3-glu.g” de PS). La teneur en anthocyanes augmente progressivement de facon
significative a partir du 13°™ jour d’arrét d’arrosage jusqu’a la fin de I’expérimentation (p <
0,001) ; augmentation de 56% est constatée au 22°™ jour d’arrét d’arrosage (Fig. 42C).

L’activité de la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL) semble étre légerement stimulée par le

stress hydrique a partir du 130me jour d’arrét d’arrosage, mais la différence entre les plants
stressés et les plants témoins n'est pas significative d'un point de vue statistique (Fig. 42D).
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Figure 42. Evolution de la teneur en polyphénols totaux (A), flavonoides (B), Anthocyanes (C)

et I’activité de la PAL (D) des plants témoins et stressés de Parkinsonia aculeata L.. Les barres
représentent I’erreur standard de la moyenne (n = 6). Les astérisques indiquent la différence significative avec les
témoins a *P<0,05, **P<0,01 ou ***P<0,001 par le test multiple de Duncan.
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1VV.6.4.3 Discussion

Les métabolites secondaires, en particulier les phénylpropanoides, ont de multiples fonctions
dans les réponses des plantes supérieures a un large éventail de stimuli environnementaux (Grace
et Logan, 2000 ; Shakya et Navarre, 2006). En fait, la voie des phénylpropanoides, qui est
responsable de la synthese d'une gamme variée de métabolites phénoliques tels que les phénols
simples (acides phénoliques et de dérivés) et les polyphénols (flavonoides et des composés
polymériques), souvent induite par le stress, joue des rdles spécifiques dans la protection des
végetaux (Grace et Logan, 2000).

L'exposition a un stress environnemental, tels que le déficit hydrique augmente la production
d'espéces reactives de I'oxygene (ROS) qui sont inévitablement produits lorsque le métabolisme
photosynthétique est atteint (Sreenivasulu et al., 2000). Dans des conditions de stress, la
biosynthese des phénylpropanoides peut représenter une voie alternative pour la dissipation de
I'énergie photochimique, ce qui a pour avantage supplémentaire d'améliorer la capacite
antioxydante de la cellule (Grace et Logan, 2000; Parida et al., 2004 ; Ksouri et al., 2007). Les
molécules antioxydantes sont synthétisées en permanence par les plantes. Néanmoins, lors d’un
stress hydrique, la synthése de ces composés est accrue, de maniere a faire face a la contrainte
photooxydative (Tattini et al, 2004 ; Castellarin et al, 2007 ; Agati et Tattini, 2010 ; Pollastri et
Tattini, 2011).

Nos résultats montrent que le stress hydrique a pu déclencher une accumulation des composés
phénoliques dans les feuilles des deux espéces étudiees Acacia arabica (Lam.) Willd. et
Parkinsonia aculeata L. Ce déclenchement de I’accumulation des polyphénols totaux a lieu
quand le stress est sévere chez Acacia arabica (Lam.) Willd. (TRE de 42,14+3,29 %) et a tous
les niveaux de stress chez Parkinsonia aculeata L. (TRE & partir de 89,90+1,45 %). La plus forte
concentration de ces composés phénoliques a été enregistrée a la fin de I’expérimentation, ce qui
suggere que ces composés pourraient étre impliqués dans la détoxification des ROS
(Mruthunjaya et Hukkeri, 2008).

Notre étude a également montré que le taux des flavonoides chez les plants d’Acacia arabica
(Lam.) Willd.. sont réduits par rapport aux témoins a des niveaux de stress faible et modéré.
Cependant, un stress sévere provoque une légere augmentation de la teneur en flavonoides par
rapport aux plants témoins a la fin de I’expérimentation. Par ailleurs, chez les plants stressés de
Parkinsonia aculeata L., I’accumulation des flavonoides se déclenche dés que le stress est faible
et reste & un niveau élevé par rapport au témoin jusqu’a la fin de I’expérimentation.

Les flavonoides sont largement distribués et ont un effet important sur la physiologie des plantes.
L’accumulation des flavonoides a été signalée chez plusieurs espéces de plantes sous des
conditions de déficit hydrique (Tattini et al., 2004 ; Hernandez et al., 2006) ou d'autres
conditions de stress (Christie et al., 1994 ; Vanderauwera et al, 2005). L’accumulation des
flavonoides totaux a éte accelérée apres le traitement a la secheresse. Ces résultats sont similaires
a ceux obtenus sur Reaumuria soongorica (Liu et al., 2013) et sur Scutellaria baicalensis (Yuan
et al., 2012). Ces résultats indiquent que les flavonoides ont un rdle de protection lorsque les
plantes sont exposées a la secheresse.

Comme antioxydants, les flavonoides protegent les plantes de I'excés de lumiére ou rayonnement
UV-B (Gould et al., 2000 ; Jordan, 2002 ; Deavours et Dixon, 2005). En outre, ils peuvent agir
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comme une soupape de libération de I'exces d'énergie pour les plantes soumises a des stress
biotiques ou abiotiques (Hernandez et van Breusegem, 2010). Les flavonoides peuvent accomplir
leurs fonctions antioxydantes a la fois par la prévention de la production d'espéces réactives de
I'oxygene (ROS) (Melidou et al., 2005; Agati et Tattini, 2010) et le balayage des ROS une fois
formées (Jaakola et Hohtola, 2010).

Le stress hydrique induit des changements structuraux et fonctionnels au niveau cellulaire
(Osakabe et al., 2014). Toutes les plantes possedent un certain nombre de mécanismes pour se
protéger des stress environnementaux. Pour éviter la déshydratation des cellules, la production
d’anthocyanes augmente dans les tissus spécifiques des plantes. La capacité de modifier la
production d’anthocyanes sous des conditions stressantes peut aider la plante a se protéger des
effets nocifs de I’environnement. En effet, le stress hydrique entraine une dépression des
chlorophylles et libération de I’oxygéne active tel que 1’0 et H,0,. Grace & la capacité
antioxydante des anthocyanes, ce pigment hydrosoluble joue un réle de piégeur de radicaux
libres et inhibe ainsi la peroxydation des lipides (Chalker-Scott, 1999).

Une légere accumulation des anthocyanes a été observeée chez les plants stresses d’Acacia
arabica (Lam.) Willd. comparativement aux témoins dans une situation de non-stress. En
présence d’un stress faible a modéré, la teneur en anthocyanes est stable et identique a celle des
témoins. Cependant, un stress seévere déclenche une accumulation accrue des anthocyanes. Chez
les plants stressés de Parkinsonia aculeata L., I’accumulation des anthocyanes se déclenche a un
niveau de stress faible et elle devient de plus en plus importante d’autant plus que le stress est
sévere.

Nos résultats ont montré une accumulation d’anthocyanes chez les deux espéces étudiées sous
I’effet du stress hydrique, ce qui était conforme aux résultats obtenus par von-Wettberg et al.
(2010) sur Arabidopsis thaliana et ceux de Liu et al. (2013) sur les plants de Reaumuria
soongorica soumis au stress hydrique.

L augmentation de la photoinhibition sous un stress hydrique, met en évidence le role des
anthocyanes dans la photoprotection des chlorophylles dans les feuilles déshydratées (Hoch et
al., 2001 ; Close and Beadle, 2003 ; Valladares et al., 2004 ; Merzlyak et al., 2008). Par ailleurs,
les anthocyanes jouent un réle dans I’osmorégulation comme solutés compatibles lors d’un stress
osmotique du a la sécheresse ou au froid (Chalker-Scott 1999).

Les anthocyanes ont un lien avec les adaptations écophysiologiques a la sécheresse, en effet
bien que ce réle n’est pas souvent mentionné dans le contexte des plantes de milieux arides, les
anthocyanes sont neanmoins associes au stress hydrique dans plusieurs études, et le meilleur
exemple de tolérance a la sécheresse associé aux anthocyanes est celui présenté par les plantes de
résurrection. Ces plantes, qui comprennent les genres Craterostigma, Myrothamnus et
Xerophyta, sont capables de perdre la plupart de leur eau disponible, mais restent viables
pendant des périodes prolongées. Au cours de ce processus, les plantes de résurrection remplace
leur grande vacuole centrale avec de petites vacuoles et augmentent leur teneur en anthocyanes
de trois a quatre fois plus que les niveaux normaux (Sherwin et Farrant, 1998 ; Farrant, 2000).

Nos résultats ont montré que I’augmentation de la concentration des composes phénoliques dans
les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. est associée a I’augmentation de I’activité de
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la PAL. En effet, I’activité de la PAL est légérement supérieure a celles des témoins des les
premiers jours de I’application de la contrainte hydrique. Elle reste sensiblement stable a un
stress modéré, puis elle augmente fortement en présence d’un stress sévere. Par ailleurs,
I’accumulation des composés phénoliques ne peut étre associée a une augmentation significative
de l'activite PAL pour les plants stresses de Parkinsonia aculeata L.. En effet, I’activité de la
PAL chez les plants stressés de P. aculeata L. semble évoluer de la méme maniere que celle des
plants témoins, mais elle semble légerement plus importante pendant la période de stress.

La PAL est généralement considérée comme un marqueur biochimique indiquant la biosynthese
des composés phénoliques, c’est un indicateur sensible aux conditions de I’environnement
(Sgarbi et al, 2003 ; Boudet 2007 ; Vogt 2010). L'activité de la PAL augmente en réponse a des
molécules de signalisation, telles que ROS et joue un réle majeur dans le contrdle du flux des
composés phénoliques. Ces composés constituent un systéeme de balayage des ROS dans les
plantes. (Rice-Evans et al 1997). L’augmentation de l'activité de la PAL et d'autres enzymes de
la voie des phénylpropanoides a été rapportée dans plusieurs espéces de plantes (Keles et Oncel,
2002 ; Dicko et al., 2005 ; Hura et al., 2008).
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Discussion générale & Conclusion

V. Discussion générale et conclusion

Dans le but d’améliorer la compréhension des mécanismes physiologiques qui interviennent dans
la tolérance au stress hydrique, nous avons étudié les effets d’un déficit hydrique par arrét
d’arrosage sur deux légumineuses ligneuses, Acacia arabica (Lam.) willd. ssp. Adansonii et
Parkinsonia aculeata L., espéces a croissance rapide, représentatives des essences des régions
arides et semi-arides et d’origine géographique différentes.

Les réponses au déficit hydrique ont été étudiées au stade jeunes plants. Des paramétres
physiologiques et biochimiques ont été etudiés et les résultats obtenus, que nous avons organise
en trois parties, ont permis de répondre en partie a nos objectifs

1. Le maintien du statut hydrique et de la photosynthese ;
2. Le développement de systeme de photoprotection ;
3. L’accumulation de molécules protectrices.

Le maintien du statut hydrique et de la photosynthese

Pour la survie dans des conditions de stress hydrique, nos deux especes de légumineuses Acacia
arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et Parkinsonia aculeata L. présentent une relative
uniformité. En effet, toutes les plantes sont mortes au cours d’une période de 34 jours pour
Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et de 24 jours pour Parkinsonia aculeata L.. Cette
homogénéité pourrait étre liée au fait que notre mateériel vegétal provient d’un nombre limité de
plants.

La teneur relative en eau (TRE), la teneur en eau foliaire (TEF), le potentiel hydrique foliaire, le
potentiel osmotique, le potentiel de turgescence et le taux de transpiration, sont les caractéres
majeurs des relations hydriques des plantes, lesquels sont significativement affectés par un
déficit hydrique dd & une diminution de I’approvisionnement en eau (Kirkham, 2005).

Les génotypes soumis a un stress hydrique se comportent difféeremment ; les génotypes tolérant,
maintiennent un potentiel hydrique foliaire élevé longtemps et se fane plus tard que les
génotypes sensibles (Ouvrard et al, 1996). Les effets du stress hydrique dépendent aussi de son
intensité et de sa durée. Le contenu en eau des tissus diminue linéairement avec I’augmentation
de la sévérité du stress (Reddy et al., 2004).

Les deux espéces étudiées, ont montré des differences dans la réponse au stress hydrique. En
effet, nos résultats montrent que chez les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp.
Adansonii, la croissance pondérale des parties aériennes est significativement affectée quand le
stress est faible alors que la croissance des parties racinaires n’est affectée qu’en présence d’un
stress hydrique sévére, d’ou une augmentation du rapport de biomasse PR/PA chez les plants
stressés.

Par contre, les plants de Parkinsonia aculeata L. faiblement stressés sont en mesure de maintenir
leur biomasse (racinaire et aérienne) semblable a celle des plants témoins (bien irriguées).
Cependant, a un stress hydrique moderé a severe, la croissance pondérale des parties aériennes et
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racinaires est affectée de la méme maniere, la stabilité du rapport de la biomasse PR/PA
confirme ce résultat.

Pour un meilleur approvisionnement en eau, les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp.
Adansonii stressés augmentent leur systeme racinaire au détriment de leur systeme aérien. La
capacité a stimuler la croissance racinaire sous un déficit hydrique est un marqueur important de
tolérance au stress et la redistribution des photosynthétats en faveur des racines est un
mécanisme adaptatif pour reduire la surface d’évaporation et pour faciliter I’absorption de I’eau.

Pour une meilleure efficacité de I’utilisation de I’eau en condition de stress hydrique, les plants
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii :

- Réduisent la perte d’eau par la fermeture précoce de leurs stomates.
- Augmentent la croissance de leur systéme racinaire au détriment de leur systéme aérien.

La décroissance de la conductance stomatique, significativement plus rapide pour les plants
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. que pour les plants de Parkinsonia aculeata L, met en évidence
une plus grande sensibilite d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii a la sécheresse
édaphique. Les plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii évitent le desséchement en
fermant rapidement leurs stomates au détriment de la photosynthese, alors que les plants de
Parkinsonia aculeata L. maintiennent leurs stomates plus longtemps ouverts, ce qui leur confére
une activité photosynthétique plus soutenue a de faibles potentiels hydriques.

Le rendement quantique maximum de PSII mesuré par le rapport Fv/Fm aprés une longue
période d’obscurité ne change pas méme aux faibles TRE chez les deux espéces. Le taux de
transport linéaire des électrons (ETR) ne diminue chez les plants stressés des deux especes
étudiés que sous I’effet d’un stress sévere. La déshydratation n’affecte pas la phase claire de la
photosynthése, en effet les deux parameétres ®PSII et P ne varient pas.

Par ailleurs, la phase sombre est affectée différemment chez les deux espéces. En effet, les plants
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii manifestent une réduction importante de la
photosynthése nette, liée essentiellement a la réduction de la conductance stomatique par la
fermeture des stomates (effets stomatiques), qui affecte directement la fixation du CO,. Par
ailleurs, les plants stressés de Parkinsonia aculeata L., maintiennent la photosynthese nette les
premiéres phases de I’application de stress par le maintien de leurs stomates ouverts.

D’apres les résultats des parameétres de relations hydriques des feuilles, Acacia arabica (Lam.)
Willd. ssp. Adansonii pourrait étre considérée comme une plante tolérante au stress hydrique
parce qu’elle maintien un statut hydrique adéquat sous un stress hydrique moderé. Le stress
hydrique affecte de maniere significative la croissance de la partie aérienne ainsi que le rapport
de biomasse PR/PA. Bien que le taux de croissance des plantes soit généralement réduit lorsque
I'approvisionnement en eau du sol est limité, la biomasse racinaire absolue des plants d’Acacia
arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii dans un sol sec tend a augmenter. Ce caractére est
considéré comme un caractére de résistance au stress hydrique. Chez Acacia arabica (Lam.)
Willd., la fermeture stomatique rapide pourrait étre interprétée comme une meilleure adaptation
a la sécheresse permettant a la plante d’économiser I’eau disponible et de maintenir une teneur
en eau des tissus élevée. Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii est considéré comme une
plante isohydriques ; cette espéce maintient une teneur relative en eau (TRE) et un potentiel
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hydrique aussi proche que possible des plants témoins dans la premiere période du stress. Ainsi,
les plantes isohydriques se caractérisent par une fermeture précoce des stomates favorisant la
préservation de I’eau tissulaire (évitement) (Cruz De Carvalho et al., 1998 ; Costa Franca et al.,
2000). Cette fermeture rapide réduit aussi les carboxylations photosynthétiques et donc la
fabrication des oses et des métabolites nécessaires pour supporter le manque d’eau. Aussi, la
plante doit survivre sur ses réserves. D’abord, elle augmente sa photorespiration qui permet de
maintenir le métabolisme carboné et d’éliminer I’exces de pouvoir réducteur (Cornic, 2000).
Ensuite, elle active le catabolisme qui permet a la plante de recycler les nutriments des parties
agées (azote des chloroplastes des feuilles agées) et favoriser la survie des parties les plus jeunes
qui assureront la reprise (Dramé et al., 2007).

Les résultats obtenus semblent indiquer que les plants de Parkinsonia aculeata L. ont répondu
comme une espece anisohydrique ; ces plantes au contraire se différencient par une fermeture
tardive des stomates, qui a pour conséquence une déshydratation partielle de ses tissus par un
abaissement de la teneur relative en eau (TRE) et du potentiel hydrique foliaire. Cependant cette
réduction plus lente des stomates permet a la plante de conserver une activité photosynthétique
assurant la production de métabolites nécessaires a la tolérance (Bohnert et al., 1995 ; Schultz,
2003) tout en limitant I’échauffement des tissus, ce qui suggére que Parkinsonia aculeata L. est
une espece résistance a la sécheresse.

Afin de minimiser les effets négatifs du stress hydrique, les plantes réagissent en
modifiant leur modéle de croissance ainsi que par le développem ent d’un systeme de
photoprotection et I’accumulation de substances protectrices.

Développement du systeme de photoprotection

Parmi les systemes de photoprotection figure les systemes de consommation des électrons.
Lorsque le flux électronique vers la carboxylation est réduit, le flux electronique vers la
photorespiration peut permettre de consommer les électrons excédentaires (Wingler et al., 2000 ;
Cornic et Fresneau, 2000 ; Lawlor et Cornic, 2002).

Chez Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et Parkinsonia aculeata L. une augmentation
a la fois du rapport ETR/A (qui est un indicateur de la photorespiration et autres alternatives de
transport des électrons vers 1’0O,) (Flexas and Medrano, 2002) et du NPQ (un indicateur de la
dissipation de I’énergie d’excitation du Photosysteme Il) (Bjérkman and Demmig-Adams, 1995)
au cours du developpement du stress représentent d’importants mécanismes photoprotecteurs
pour éviter la photoinhibition, en préservant ainsi I’intégrité de I’appareil photosynthétique a un
stade tardif de la deshydratation et en augmentant les composés antioxydants.

En effet, le photosysteme Il (PSII) joue un réle central dans les processus de I’utilisation et de
régulation de I’énergie lumineuse (Baker et Rosenqvist, 2004). Lorsque la fixation du CO; ne
consomme plus assez d’énergie, d’autres voies métaboliques, telles que la photorespiration,
peuvent contribuer au maintien du transfert non cyclique des éléctrons. Lorsque cette ‘voie
photochimique’ est saturée, la dissipation thermique, par I’intermédiaire du cycle des
xanthophylles, joue un rodle important au sein des mécanismes photoprotecteurs en limitant la
destruction des PSlIs (Demmig-Adams et Adams, 1992).
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Cependant, une augmentation spplémentaire de I’energie lumineuse absorbée, conduit a une
inactivation des PSlls plus ou moins réversible, liée & des modifications structurales de la
protéine D1 (Critchley et Russel, 1994). Ces modifications du fonctionnement photochimique
peuvent étre associées a une altération de la biochimie du chloroplaste.

Au cours des premieres semaines de stress, une augmentation de la concentration interne en CO,
(Ci) chez les plants stresses des deux espéces etudiées comparativement aux témoins suggere que
la photorespiration reste limitée.

Les plantes dissipent aussi une partie de I’énergie recue par sur-activation de voies métaboliques
présentes. Les premiers effets de la sécheresse se manisfestent par une augmentation de la
fonction oxygénase de la Rubisco. Cette fonction permet de maintenir la synthése de I’ATP par
la photochimie et le cycle de Calvin et de limiter la formation de ROS a partir de la ferrédoxine
(Lawlor, 2002).

De plus la photorespiration produit des meétabolites comme la sérine ou la glycine, précurseurs
d’antioxydants (tel que le glutathion pour la glycine). La photorespiration pourrait ainsi
participer a la protection de I’appareil photosynthétique contre les dommages oxydatifs (Wingler
et al., 2000 ; Murata et al., 2007).

Accumulation de molécules protectrices

Face au stress oxydatif généré par le stress hydrique, afin d’éliminer les ROS, une accumulation
des polyphénols a été enregistrée chez les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp.
Adansonii et de Parkinsonia aculeata L.

Les mécanismes de tolérance au stress hydrique incluent I’homéostasie ionique, la biosynthése et
I’accumulation d’antioxydants pour le piégeage de radicaux libres afin de lutter contre les
contraintes photo-oxydatives et d’osmolytes dans le cytoplasme pour assurer |’ajustement
osmotique.

La péroxydation lipidique est considérée comme I’un des processus les plus dommageables qui
augmente la permeéabilité membranaire, et inactive les enzymes, les récepteurs et les canaux
ioniques. Le produit final de la peroxydation lipidique est le malondialdehyde (MDA) qui est
utilisé comme un indice des dommages oxydatifs de la membrane (Calatayud et al., 2002 ; Ozkur
et al., 2009). La faible production du malondialdéhyde (MDA) chez les plants de Parkinsonia
aculeata L. est due probablement a une stimulation de I’activité du systeme de détoxification.

Les métabolites phénoliques jouent des roles physiologiques et écologiques importants dans la
résistance a différents types de stress (Ayaz et al., 2000). Ces métabolites ont plusieurs fonctions
de défense et par conséquent, leur biosynthese chez les plantes est généralement induite en
réponse a des stimuli biotiques et abiotiques (Dixon et Paiva, 1995).

Nos résultats montrent que le stress hydrique a pu déclencher une accumulation des composés
phénoliques dans les feuilles des deux espéces étudiées Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp.
Adansonii et Parkinsonia aculeata L.

La phénylalanine ammoniac-lyase, PAL (EC 4.3.1.5), est un indicateur sensible des conditions
de stress et elle est généralement considérée comme un marqueur biochimique indiquant la
synthese des composeés de structure et de protection. Elle joue un réle essentiel dans la synthese
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des composés phénoliques en réponse a différents stimuli (Buchanan et al., 2000 ; Boudet, 2007 ;
Vogt, 2010). Nos résultats ont montré que I’activité de cette enzyme augmente chez les plants
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii stressés séverement. En revanche, I’activité de la
PAL ne varie pas trop chez les plants stresses de Parkinsonia aculeata L. par rapport au témoin.
L’augmentation de l'activité de la PAL et I'accumulation des niveaux elevés de composés
phénoliques chez Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii montre que cette espéce est
résistante au stress hydrique.

La base moléculaire de l'action protectrice des composés phénoliques dans les plantes est
considérée comme étant leurs propriétés de piégeage de radicaux libres et leurs propriétés anti-
oxydantes.

Nos résultats suggerent que les deux espéces étudiées ont une grande capacité d’ajustement
osmotique en termes d’accumulation de proline, polyamines et anthocyanes, en particulier sous
un stress severe, (White et al., 2000 ; Chaves et al., 2003).

Dans notre travail, I’accumulation de la proline chez les plants soumis a un stress hydrique
contribuerait au maintient du potentiel osmotique mais pourrait étre également impliqués dans la
protection contre les dommages oxydatifs ; En effet, de faibles niveaux de MDA sont observés
chez les plants ou la proline est fortement accumulée.

La proline fonctionne comme un osmoticum et comme un piégeur des ROS au méme temps
(Hare et Cress, 1997 ; Moustakas et al., 2011). Une accumulation de la proline a été enregistrée
chez les plants stressés d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et Parkinsonia aculeata
L. sous I’effet d’un stress hydrique séveére. L’accumulation de la proline a lieu dans le cytosol,
expliquant la diminution du potentiel osmotique cytosolique ; le maintien de I’équilibre
osmotique entre le cytosol est la vacuole s’expliguerait par I’accumulation dans le suc vacuolaire
des anthocyanes. Les anthocyanes peuvent étre impliqués dans la régulation osmotique
(Choinski & Johnson, 1993 ; Chalker-Scott, 2002). En effet, le stress hydrique a provoqué une
accumulation des anthocyanes chez les deux especes étudiés.

Les anthocyanines semble étre impliqués dans la régulation osmotique (Choinski et Johnson,
1993, Chalker-Scott, 2002) mais sont principalement impliquées dans la photoprotection sous un
stress hydrique (Gould et al., 2000 ; Hoch et al., 2001 ; Close et Beadle, 2003 ; Merzlyak et al.,
2008). Les anthocyanes sont des composeés idéals pour participer a la photoprotection contre les
effets du stress hydrique. En effet, ces composés phénoliques sont situés dans les cellules du
mésophylle palissadique et spongieux, et s’accumulent dans I'épiderme au cours du stress et de la
sénescence et absorbent la lumiere entre 400 et 600 nm (Close et Beadle 2003).

Les sucres solubles sont des signaux importants dans la régulation du métabolisme et du
développement des plantes, comme source de carbone et d’énergie dans les cellules (Wingler et
Roitsch, 2008). Les sucres solubles jouent un double réle, comme des métabolites et comme des
molécules de signalisation (Bolouri-Moghaddam et al., 2010 ; Smeekens et al., 2010) qui
peuvent jouer un rdle important dans les mécanismes d’adaptation au stress (Ramel et al., 2009).
Toutefois, nos resultats montrent que les sucres solubles ne sont pas impliqués dans I'ajustement
osmotique des plantes stressees d’A. arabica ; en revanche, I’accumulation des sucres solubles
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chez les plants de Parkinsonia aculeata L. pourrait étre considérée comme une conséquence de
I'inhibition de la croissance plutdt que d'une tentative d'ajustement osmotique.

La tolérance a la sécheresse a également été associée a la biosynthése des polyamines (Tang et
al., 2007). Notre étude a montré des niveaux élevés en putrescine libre chez les plants stressés
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et de Parkinsonia aculeata L. alors que les
niveaux de spermidine et de la spermine n’augmentent pas; en effet, ces deux polyamines (Spd
et Spm) peuvent étre principalement accumulées dans leurs formes liées. L'accumulation de
putrescine probablement di a la surexpression de I’arginine décarboxylase (ADC) semble
suffisante pour participer a la tolérance a la sécheresse chez A. arabica et P. aculeata.

Notre objectif était de comprendre les mécanismes de la tolérance des jeunes plants
d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii et de Parkinsonia aculeata L. soumis a un déficit
hydrique progressif par arrét d’arrosage. Les plants des deux espéces semblent tolérants au stress
hydrique. Nous avons constaté au cours de notre étude que les deux espéces parvenaient a gérer
le manque d’eau par différentes stratégies.

Les jeunes plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii sont en mesure de faire face au
deéficit hydrique, grace a leur capacité a reguler la fermeture de leurs stomates et une grande
efficacité d’utilisation de I’eau; ces deux caractéristiques leur permettent de maintenir la
concentration en chlorophylles, I’intégrité des photosystemes et de limiter les conséquences
néfastes du stress oxydatif apparu a la fin de I’expérimentation, estimé par une accumulation du
MDA. La tolérance au déficit hydrique des plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii
serait aussi liée a la capacité de cette espece a accumuler des polyphénols afin de faire face au
stress oxydatif causé par un stress hydrique. Grace a ces stratégies d’adaptation, nous pouvons
éventuellement concevoir une méthodologie mieux adaptée pour la régénération d’Acacia
arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii sur des sols arides.

Parkinsonia aculeata L. est une espece tolérante au stress hydrique au stade jeune plantule; en
effet, nos résultats montrent que la photosynthese est maintenue durant les premiere phases de
I’application du stress, que la phase lumineuse de la photosynthése était tolérante au stress
hydrique et que les plantules ont été en mesure de limiter le stress oxydatif grace a une
accumulation importante des composes phénoliques.

Les resultats obtenus dans cette étude suggerent que les deux especes peuvent étre cultivées dans
des régions ou la disponibilit¢ en eau est limitée en raison de leurs grandes capacités
d’ajustement osmotique et une protection antioxydante. Ces deux espéces etudiées dans ce
travail semblent étre performantes vis-a-vis du stress hydrique et peuvent étre intégrées dans des
programmes de revégétation et dans les stratégies de lutte contre la désertification.

Le recours a des espéces autochtones telles que Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii,
généralement plus adaptées au milieu devient une nécessité. De plus, les lIégumineuses sont
souvent les plus utilisées dans ces programmes de restauration (Gémez-Aparicio et al., 2004 ;
Lopéez-Pintor et al., 2006 ; Gomez-Aparicio, 2009). La nécessité de minimiser le risque de la
faible régénération naturelle de cette espece est prioritaire dans les grands programmes de
reboisement et de restauration des ecosystemes arides.
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Perspectives de recherche

L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette thése a apporté un grand nombre
d’information sur le comportement physiologique des deux especes étudiées : Acacia arabica
(Lam.) Willd. et Parkinsonia aculeata L. Dans I’objectif d’approfondir ce travail, nous voulons
d’une part le compléter dans un futur proche, et d’autre part, au vu des résultats déja obtenus,
lancer des pistes de recherche pour la poursuite de ce travail.

En régions arides, le stress hydrique n’est pas permanent et les stratégies d’irrigation pourraient
en outre étre envisagées. Les possibilités des plantes a récupérer apres un stress sont des
caractéristiques importantes qui permettent aux plantes de survivre dans des conditions
défavorables. Il est souhaitable donc de refaire cette étude en appliquant une phase de
réhydratation pour mieux apprécier le degré de tolérance des deux especes étudiées.

Pour mieux comprendre I’intervention des composés phénoliques dans le mécanisme de
protection contre le stress hydrique, il serait important de séparer, identifier et quantifier
individuellement les flavonoides, les anthocyanes et les acides phénoliques par HPLC et LC-MS
et déterminer les composés intervenant directement dans la tolérance eu stress hydrique.

Outre la PAL, déja prise en compte lors de ce travail, il serait intéressant de procéder a
I’extraction et a la mesure de I’activité de la chalcone synthase (CHS), enzyme clé du
métabolisme flavonique, ainsi que d’autres activités enzymatiques de ce métabolisme. Nous
pouvons également envisager I’étude de I’expression des génes de la PAL et d’autres enzymes
clé du metabolisme phénolique (CHS, C4H, ...etc).

Une approche de terrain est indispensable pour valider les modeles expérimentaux en situations
réelles, tenant compte d’une part de I’influence de parameétres climatiques et d’autre part de
I’évolution ontogénique et phénologique de ces deux especes vivaces.

Dans les zones arides et semi-arides, en plus des ressources hydriques insuffisantes, la qualité
médiocre des ressources hydriques généralement salées, provoque une dégradation de la qualité
des sols (salinisation, sodisation). Le cas d’une contrainte saline est en effet trés souvent
rapportée, ce qui nous pousse a envisager une etude du comportement éco-physiologique des
plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. et de Parkinsonia aculeata L. vis-a-vis du stress salin et
d’évaluer ainsi le pouvoir de tolérance de ces deux especes face a cette contrainte.

Le cycle des xanthophylles joue un réle critique dans la protection du lumen des thylakoides
contre la suracidification et la diminution de la sensibilité de la photoinhibition du PSII. En effet,
il est interessant donc d’étudier la variation du pool des pigments du cycle des xanthophylles
(violaxanthine, antheroxanthine et zéaxanthine) en réponse au stress hydrique des deux espéces
étudiées.

Une étude récente sur la composition lipidique des plants de Parkinsonia aculeata L. a montré
que les membranes sont plutt résistantes au stress hydrique. Il serait donc intéressant
d’apprécier le comportement des plants d’Acacia arabica (Lam.) Willd. par I’étude du
métabolisme lipidique en situation de stress hydrique.
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Abstract

The aim of this work is understanding the physiological mechanismes of a tolerance water stress of two
leguminous Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii and Parkinsonia aculeata L.. The ability of these 2
species to cope in water deficit at a young seedling stage that is not well known, is the subject of this study.
Seedlings of both species aged six weeks are subject to water stress by irrigation suppression for 32 days for A.
arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii and 22 days for P. aculeata L. Three levels of stress were defined
according to the variations of the TRE (low stress, moderate stress and severe stress).

According to the parameters studied A. arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii and P. aculeata L. adopt two
different strategies to coping with stress water deficit. Plants of A. arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii avoid
drying out rapidly closing their stomata at the expense of photosynthesis, when plants of P. aculeata L. maintain
their stomata open longer, which gives them a stronger photosynthetic activity at low water potential. The root
and shoot growth of P. aculeata L. are affected in the same way, while the A. arabica (Lam) Willd. ssp.
Adansonii seedlings increases volume of their root system at the expense of their shoot for better water supply.
The photosynthesis light reactions are estimated by chlorophyll fluorescence parameters does not seem affected
by water stress to both species.

Water stress generates oxidative stress assessed by measuring the MDA content. To avoid photoinhibition during
dehydration, the plants of A. arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii and P. aculeata L. develop photoprotective
systems in response to water stress. It consists in a large increase in the thermal dissipation of the PSII excitation
energy and an increase in the ETR/A indicator of the electrons orientation to wells other than photosynthesis,
including photorespiration, this protects the photosynthetic apparatus against oxidative damage.

Our results suggest that both species have a high capacity for osmotic adjustment by accumulation of proline,
polyamines and anthocyanins, especially under severe stress. However soluble sugars do not seem involved in
osmotic adjustment in plants of A. arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii but their accumulation in the stressed
plants of P. aculeata L.could be considered as a consequence of the inhibition of growth rather than an attempt
to osmotic adjustment. In addition to the above, water stress could trigger an accumulation of polyphenols,
flavonoids and anthocyanins in the leaves of both species studied; these phenolic compounds are involved in the
management of oxidative stress thus eliminating reactive oxygen species (ROS).

Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii and Parkinsonia aculeata L. seem to be performing species against
water stress in young seedling stage and can be included in revegetation programs and fight against
desertification strategies.

Keywords: Acacia arabica (Lam.) Willd. ssp. Adansonii, Parkinsonia aculeata L., water stress, water status, photosynthesis,
osmotic adiustment. nhenolic comnounds.
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