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Résumeé

Le soufre (S) est I’un des six principaux nutriments favorisant la croissance et le développement des végétaux.
Les plantes tirent leurs besoins en S du soufre atmosphérique qui rejoint le sol via les retombées atmosphériques.
Durant les 30 derniéres années, les concentrations en soufre atmosphérique ont chuté considérablement suite a la
mise en action d’un ensemble de réglementations internationales. Ces dernieres ont pour but d’améliorer la
qualité de I’air a travers la réduction des émissions atmosphériques en gaz a effet de serre et en particulier le
dioxyde de soufre (SO,). Associé a d’autres phénomenes anthropiques et écologiques, la diminution des
retombées atmosphériques en soufre a causé des réductions dans le soufre des sols disponibles pour les plantes,
ce qui peut influencer significativement la qualité et le rendement des plantes cultivées, particulierement, la
qualité et la composition phytochimique des plantes aromatiques et médicinales.

Le but de ce travail est d’étudier I’effet d’une nutrition minérale pauvre en soufre sur la qualité phytochimique et
thérapeutique de trois plantes aromatiques et médicinales cultivées, a savoir : Trigonella foenum-graecum
(fenugrec), Foeniculum vulgare (fenouil) et Eruca sativa (roquette). Cette étude a été réalisée dans le but
d’étudier I’effet de la carence en soufre sur i) la morphologie des plantes étudiées par 1’évaluation du rendement
et de la distribution de la biomasse au sein de la plante, ii) le métabolisme primaire par I’analyse de certains
métabolites primaires iii) le métabolisme secondaire a travers la quantification des polyphénols et I’identification
de certaines molécules de flavonoides, iv) les activités biologiques des extraits des parties des plantes
communément utilisées pour des fins thérapeutiques.

L’analyse des paramétres morphologiques a montré I’effet négatif de la carence en soufre (0.05mM S) sur le
rendement et la répartition de la biomasse des trois plantes. Des réductions respectives de 32%, 29% et 83% ont
été enregistrées dans le rendement en biomasse de la plante entiere chez fenugrec, fenouil et roquette. Le calcul
du rapport R/S a montré que la carence en soufre cause une diminution de 16% dans ce paramétre pour la
roquette alors que chez le fenugrec et le fenouil il augmente de 33% et 40% respectivement, en plus d’une
réduction dans la surface foliaire chez le fenugrec et la roquette respectivement de 37% et 16%.

L’analyse biochimique des feuilles et des racines des trois plantes a révélé des perturbations dans le métabolisme
primaire suite & la réduction de la nutrition minérale en soufre. La quantification des teneurs en soufre total dans
les tissus foliaires des trois plantes a montré que I’application d’une nutrition minérale en soufre de ’ordre de
0.05 mM, bascule la plante dans un état de déficience. Ceci & causé des perturbations dans 1’appareil
photosynthétique qui se sont manifestés par des diminutions significatives dans les teneurs en chlorophylle chez
les trois espéces étudiées. Les teneurs en sucres solubles ont également chuté dans le tissu foliaire de 56%, 48%
et 61% respectivement, chez le fenugrec, le fenouilet la roquette. Par contre, des augmentations dans les teneurs
en protéines solubles ont été enregistrées chez le fenugrec et le fenouil versus des diminutions chez la roquette
suite a la privation des plantes en soufre. L’analyse de ’activité nitrate réductase (ANR) a révélé que la
premicre étape de I’assimilation de 1’azote baisse significativement suite a la déficience en soufre chez les trois
plantes étudiées, elle a chuté d’un ordre de 68%, 85% et 53% respectivement, chez le fenugrec, le fenouil et la
roquette. L ’étude de la composition phénolique des graines de fenugrec et fenouil et des feuilles de la roquette a
révélé des diminutions dans les teneurs en polyphénols et des flavonoides totaux des extraits méthanoliques des
trois plantes suite a la carence en soufre. Les teneurs en polyphénols totaux ont diminué de 52%, 30% et 18%
respectivement pour le fenugrec, le fenouil et la roquette et les teneurs en flavonoides ont chuté de 50%, 42% et
35% dans le méme ordre chez les trois plantes étudiées. L’évaluation de la qualité thérapeutique des extraits des
graines de fenugrec et fenouil et des feuilles de la roquette, a révélé que la déficience en soufre affecte
négativement les activités antioxydante et antibactérienne, des extraits méthanoliques des trois plantes. L’IC50
du radicale DPPH a augmenté de 47%, 18% et 60% dans les extraits de fenugrec, de fenouil et de la roquette
respectivement, suite a la déficience en soufre.

Mots clés : Déficience en soufre, Sulfates, Surface foliaire, Chlorophylle, Activité Nitrate Réductase, Protéines
solubles, Polyphénols, Flavonoides, Activité antioxydante, Activité antibactérienne.



Abstract

Sulfur (S) is one of six main nutrients that promote plant growth and development. Plants fulfill their sulfur
needs from the atmospheric sulfur which reaches the soil via atmospheric inputs. Over the past 30 years,
atmospheric sulfur levels have dropped significantly as a result of the application of many international
regulations aimed at improving air quality through the reduction of atmospheric emissions of greenhouse gases
especially sulfur dioxide (SO.). Associated with other anthropogenic and ecological phenomena, the decrease in
atmospheric depositions of sulfur has caused reductions in the available sulfur for plants, which can significantly
influence the quality and yield of crops, and particularly the quality and the phytochemical composition of
aromatic and medicinal plants. This work aimed to study the effect of low-sulfur nutrition on the phytochemical
and therapeutic quality of the three cultivated aromatic and medicinal plants, namely: Trigonella foenum-
graecum (fenugreek), Foeniculum vulgare (fennel) and Eruca sativa (rocket). In This study we aimed at
highlighting the effect of sulfur deficiency on i) the morphology of the studied plants by assessing the yield and
distribution of biomass within the plant, ii) the primary metabolism by analyzing some primary metabolites iii)
secondary metabolism through the quantification of polyphenols and the identification of certain flavonoid
molecules, iv) the medicinal quality of the plants parts that commonly used for therapeutic purposes.The analysis
of morphological parameters showed a negative effect of sulfur deficiency on yield and biomass distribution
within the three plants. Reductions of 32%, 29%, and 83%, were recorded in biomass yield of the whole plant in
fenugreek, fennel and rocket, respectively. A decrease of 16% was recorded in R/S in rocket plant, whereas in
fenugreek and fennel R/S increased by 33% and 40% respectively, in addition to a serious reduction in foliar
area in fenugreek and rocket leaves. Biochemical analysis of the leaves and roots of the three plants revealed
disturbances in primary metabolism under sulfur deficiency. The quantification of the total sulfur content in the
leaves of the three pants showed that the application of sulfur supply of 0.05mM, switches the plant in an S-
deficiency state. In addition, Sulfur deficiency caused disturbances in the photosynthetic apparatus, expressed by
a significant decrease in chlorophyll content in the three studied species. Soluble sugars decreased in foliar tissue
by 56%, 48% and 61% in fenugreek, fennel and rocket respectively. Serious increase in soluble protein content
was recorded in fenugreek and fennel versus proteins content decrease in rocket under sulfur deprivation. The
analysis of the nitrate reductase activity (NRA) revealed that the first stapes of nitrogen assimilation was
significantly disturbed as a result of sulfur deficiency in the three studied plants, it falls by 68% 85% and 53% in
fenugreek, fennel and rocket, respectively. The study of the phenolic composition in the seeds of fenugreek and
fennel and in the leaves of rocket grown under sulfur deficiency, revealed a significant decrease in total phenolic
and total flavonoids contents in the methanolic extracts from the three studied plants. The total phenolic contents
decreased by 52%, 30% and 18% in fenugreek, fennel and rocket, respectively, and total flavonoid content
dropped by 50%, 42% and 35% in the same order for the three studied plants. The assessment of the medicinal
quality of the extract from the three studied plants revealed that sulfur deficiency affects negatively the
antioxidant and antibacterial activities the three species. The I1Cso of DPPH radical increased significantly by
47% 18% and 60% in fenugreek, fennel, and rocket respectively.

Key words: Sulfur deficiency, Sulfates, Leaf area, Chlorophyll, Nitrate Reductase Activity, Soluble protein,
Polyphenols, Flavonoids, Antioxidant activity, Antibacterial activity.
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Introduction générale

Le Maroc, en raison de sa position geographique et de son climat, se distingue par une
biodiversité de sa flore d’environ 4200 a 4500 taxons (Fennane, 2004) dont environ 600 ont
des vertus aromatiques et/ou medicinales. Les especes aromatiques et meédicinales
constitueraient un levier de développement économique et une source de revenu pour les
habitants dont la plus importante occupation est I’agriculture vivriere (Khabbach et al., 2013).
Toutefois ceci ne peut €tre possible sans la satisfaction d’un marché de plus en plus exigeant
en termes de la qualité phytochimique du produit. L’assurance d’un bon rendement en
biomasse et d’une qualité phytochimique irréprochable passe par la connaissance et la
maitrise des exigences de chaque espéce des PAM pour son développement. Ceci permettrait
le maintien de son biotope avec des conditions agro-écologiques optimales de production dans
un contexte amené a varier et soumis aux diverses perturbations dues principalement aux
changements climatiques et trophiques. Le soufre (S) est un élément d’une importance
capitale pour le développement des plantes en général et les plantes aromatiques et
médicinales en particulier, que ce soit au niveau physiologique, métabolique ou production de
métabolites secondaires. Le soufre atmosphérique constitut la source pricipale du soufre des
sols, il peut étre d’origine continentale ou océanique, naturelle ou anthropique. Les émissions
naturelles sont constituées par le sulfate de sel de mer et les sources biogéniques tandis que
les émissions continentales sont majoritairement d’origine anthropique. Le soufre
atmosphérigque rejoint le sol généralement a travers les précipitations acides contenant de

I’acide sulfurique.

Durant ces dernieres années, une attention particuliere a été accordeée a la réduction des
émissions atmospheriques en gaz a effet de serre et plus particulierement en dioxyde de

soufre (SO2). En effet depuis les années 90, la communauté internationale a mis en place des



réglementations limitant les rejets de soufre dans I’atmosphére, tels que le « Clean Air Act »,
ou encore le protocole de « Gothenburg » révisé en 2005 et qui est entré en vigueur en 2012
avec des nouvelles limites d’émission de SO fixées a -59% en 2020 et -79% en 2030 par
rapport aux valeurs enregistrées en 2005. Les faibles dépositions du soufre de I’air associées
a D’exportation du soufre du sol suite aux récoltes intensives successives et la perte de la
matiére organique du sol suite a 1’érosion et la minéralisation ont provoqué une chute
considérable de la teneur des sols et des riviéres en soufre (Ceccotti 1996, Scherer 2001,
Haneklaus et al., 2008 ; Grant et Hawkesford 2015). Des études antérieures ont clairement
montré une déficience en S dans les sols et les plantes dans diverses parties du monde (Mills
and Jones 1996 ; Haneklaus et al., 2007). En Grande Bretagne 97% de réduction d’émission
en SOz a été enregistré de 1970 a 2016. En république Tcheque, il a été rapporté que les
teneurs des sols en soufre soluble ont chuté de 65 a 68% pendant les 26 derniéres années
(Balik et al., 2009). Egalement en Turquie, plus de 50% des sols examinés ont enregistré une
déficience en soufre dans la région d’Anatolie (Inal et al., 2003). Selon la littérature actuelle,
aucune ¢tude diagnostique du statut soufré de 1’écosysteme et des plantes n’a été conduite au
Maroc ou bien au sud de la Méditerranée de facon générale. Il a été toujours admis que les
changements de la teneur atmosphérique et les précipitations en soufre ont pour origine une
pollution transfrontaliere plutét qu’une pollution locale. En effet, Il a ét¢ montré que les
émissions de gaz polluants en Europe continentale et des iles britanniques étaient
responsables de 1’acidification des lacs et des sols en pays Scandinaves (Oden, 1968). Par
conséquent, il est concevable que ces restrictions appliquées en Europe et les pays frontaliers
du Maroc puissent avoir un impact considérable sur le climat et le statut soufré de notre
environnement. Une telle situation déficitaire de 1’environnement en S influencerait sans
aucun doute la biodiversité des PAMs au sud de la Méditerranée et pourrait affecter leur

production et leur qualité phytochimique a court ou a long terme.



L’ impact d’une nutrition minérale pauvre en soufre sur la qualité et le rendement des plantes
cultivées et particuliérement celle appartenant a la famille des brassicaceae semble inévitable.
Le soufre est impliqué dans la synthése d’une trés grande gamme de métabolites secondaires
qui commence par la synthese de deux acides aminés soufrés, la cystéine et la méthionine.
Ces derniers constitueront par la suite un point de ramification pour la biosynthese des
protéines de structures, les protéines régulatrices et plusieurs molécules bioactives tels que les
glucosinolates, les coumarines, les flavonoides, les acides phénoliques, les phytochelatines et
beaucoup d’autres composés soufrés que nous détaillerons dans ce manuscrit. En générale,
ces métabolites secondaires dotés souvent d’au moins une activité biologique, constituent le
principe actif des plantes médicinales et aromatiques en leur conférant des propriétés

thérapeutiques.

La carence en soufre peut directement affecter la qualité des plantes en générale et la qualité
et la composition des plantes aromatiques et médicinales en particulier. Sauf qu’aucun travail,
selon nos recherches bibliographiques, n’a projeté la lumicre sur 1’impact de la carence en
soufre sur le rendement et la qualité thérapeutique des plantes aromatiques et médicinales. Le
travail présenté dans ce mémoire a été réalisé dans le cadre de cette logique, de mettre en
évidence I’impact de la déficience en soufre sur le rendement et la qualité phytochimique des
plantes aromatiques et médicinales. Il s’inscrit dans le cadre d’une étude proactive qui
anticipe sur I’effet de la déficience en soufre sur les PAM marocaines cultivées en prenant
I’exemple de trois especes cultivées au Maroc appartenant a trois différentes familles, a
savoir : Trigonella foenum-graecum (fenugrec), Foeniculum vulgare (fenouil) et Eruca sativa
(roquette). La réponse de ces trois espéces a un faible apport nutritionnel en soufre a été
étudiée a travers trois grands aspects, i) I’aspect morphologique par la détermination des
paramétres morphologiques qui refletent la réponse de la plante aux contraintes

environnementales, ii) I’aspect biochimique par la quantification de quelques métabolites



primaires afin de diagnostiquer 1’état de la déficience en soufre chez la plante et enfin iii)
I’aspect thérapeutique par 1’analyse de certains métabolites secondaires impliqués dans le
profil médicinal de la plante ainsi que I’étude d’activités biologiques des extraits issus des

plantes étudiées.

Dans le souci d’accompagner le lecteur et lui permettre d’entrer plus facilement dans le sujet,
nous reviendrons plus en détails en rappel bibliographique, pour détailler le cycle biologique
du soufre, définir les voies de son absorption est son assimilation chez la plante, puis nous
décriverons les principaux métabolites soufrés synthétisés et leurs rbles dans le
développement et la croissance des plantes. La deuxieme partie bibliographique sera
consacrée aux plantes aromatiques et médicinales cultivées au Maroc et en particulier les trois
espéces étudiées dans ce travail, leurs propriétés médicinales et leurs utilisations

pharmaceutiques.
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I Le Soufre chez les végétaux supérieurs
1. Les composés soufrés

a. Les composes soufrés majeurs

Le soufre (S) est un élément nécessaire pour la croissance et le développement des plantes
(Marshner, 2005). Les acides aminés contenant du soufre, la cystéine (Cys) et la méthionine
(Met), jouent un réle important dans la structure, la conformation et la fonction des protéines
et des enzymes dans les tissus des végétaux (Tabatabai, 1986). La cystéine est le seul acide
aminé dont la chaine latérale peut former des liaisons covalentes et, lorsqu'elle est incorporée
dans des protéines, le groupe thiol d'une molécule de cystéine peut étre oxydé. Il en résulte
des ponts disulfures avec d'autres chaines latérales de cystéine (formation de cystine) ou une
liaison de polypeptides, ce qui apporte une contribution importante a I’édification de la
structure et la conformation des protéines (Haneklaus et al., 2007). La cystéine sert non
seulement a la production de protéines, mais aussi a la synthése de la méthionine et ses
dérivés (Fig.1). Elle est utilisée comme donneur de soufre réduit pour la synthese de la
méthionine via la voie dite de trans-sulfuration et ses dériveés tels que le S-adénosylméthionine
(SAM) et la S-méthylméthionine (SMM) (Giovanelli et al., 1990 ; Noji et saito, 2003). Le
résidu S de la fraction de cystéine dans les protéines a, en outre, une grande importance dans
la formation des centres Fe-S dans les protéines comme les ferredoxines et dans les protéines

régulatrices comme les thiorédoxines (Leustek et Saito, 1999).
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Figure 1 : Différents composés issus du métabolisme du soufre chez les végétauxsupérieurs.SO?%:
lon sulfate, APS: Adénosine 5’phosphosulfate, S* : sulfide, PAPS: Adénosine 3'-phosphate 5'
phosphosulfate, AcétylCoA : AcétylCo-enzyme A, APR : Adénosine 5’-phosphosulfate
réductase, GSH : glutathion, ,OAS : O-acétylsérine, OASTL : O-acétylsérinethiollyase, , , SAT : S-
acétyl-transférase, SOs> : sulfite, SR : sulfite réductase, SAM : S-adénosylméthionine ; SMM : S-
méthylméthionine (Lewandowska et Sirko, 2008).

b. Composés soufrés secondaires

L’Adénosine 5’phosphosulfate (APS) subit un nombre de réactions de réduction qui
aboutiront a la formation du S-adénosylméthionine (SAM) qui est un point de ramification
pour la synthése de nombreux autres composés soufrés tels que la S-méthyl-cysteine, la S-
alkyl-cysteine, les glucosinolates et les phytoalexines (Haq et Ali, 2003 ; Grill et al., 2001).

Alternativement, 1’ Adenosine 5’phosphosulfate (APS) peut étre phosphorylé par 1’APS kinase



pour donner l'adénosine 3'-phosphate 5' phosphosulfate (PAPS) qui, & son tour, peut étre
utilisé pour la synthese de nombreux composes sulfatés, tels que les coumarines, les
glucosinolates, les flavonoides, 1’acide gibbérellique, 1’hydroxyjasmonate, les acides

phenoliques, les phytochelatines et I'alliine.

e Les glucosinolates sont les métabolites secondaires soufrés les plus importants. lls
caractérisent au moins 15 familles de dicotylédones et sont constitués de glucose, un
groupe contenant du soufre avec un support aglycone et un groupement sulfate (Wink,
1999), (Fig. 2). Les glucosinolates agissent comme attractifs, répulsifs, insecticides,

fongicides et protecteurs antimicrobiens et anti-radicalaires (Redovnikovi¢ et al.,

2008).
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Figure 2 : Structure de base des glucosinolates

e Les phytochélatines (PC) représentent une famille de métabolites secondaires soufrés
formés d’une série de répétitions croissantes du dipeptide y-L-Glutamyl-L-cysteine (y —
Glu-Cys) suivi d'un terminal Gly; (y —Glu-Cys) n-Gly, ou la valeur (n) est généralement
compris entre 2 et 5 (Cobbett, 2000 ; Rauser, 1995) (Figure 3). De nombreuses études
biochimiques et génétiques ont confirmé que le GSH constitue le substrat de base pour la
biosynthése des PCs (Rauser, 1995 ; Rauser, 1999 ; Zenk, 1996). Les PCs représentent des

agents de chélation naturels capables de fixer les métaux lourds et sont responsables de la



tolérance des plantes aux ions métalliques notamment au cadmium (Cd?*) (Cobbett et

Goldsbrough, 2002).
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Figure 3 : Structure de base des phytochelatines (PCs)

e Lalliine est un sulfoxyde derivé de la cystéine, c¢’est un constituant naturel de la
famille des alliacées. Ces derniers stockent une grande partie de leur soufre total sous forme
d’alliine (Granth et Hawkesford, 2015). Comme les glucosinolates, 1’alliine contribue a la
défense de la plante contre les parasites et les especes pathogénes (Curtis et al., 2004).
L’alliine agit également comme agent antioxydant, elle fait partie des produits antioxydants

naturels (Chung, 2006; Haneklaus et al., 2007), (Fig.4).

Figure 4 : Structure de base de I’alliine



I Absorption et assimilation des sulfates par les végétaux
1. Absorption des sulfates

c. Absorption racinaire
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Figure 5 : Absorption racinaire du soufre sous forme de sulfate (Abdallah, 2010).

Le sulfate soluble dans la solution du sol est la principale source du soufre pour les plantes
(Haneklaus et al., 2003). L'absorption et le transport de sulfate chez les plantes sont des
processus ATP-dépendants. L’absorption de sulfate se fait principalement par les racines a
travers les membranes cellulaires et correspond a un flux net, bilan de deux flux
unidirectionnels opposés a travers la membrane plasmique des cellules racinaires : 1’influx et
I’efflux (Cram, 1983 ; Bell et al., 1995). L’influx se fait contre un gradient électrochimique
grace a un transport de type symport (1S04% / 3 H+) et dépend d’un gradient de protons
maintenus par une pompe H+/ATPase (Fig. 5) (Clarkson et al., 1989 ; Leustek et Saito, 1999 ;

Abdallah, 2010).

Un certain nombre de transporteurs de sulfate a forte affinité et a faible affinité ont été mis en
évidence chez les végétaux supérieurs (Leustek et Saito, 1999). Le fonctionnement de ces

10



transporteurs est contrdlé par la concentration de sulfate dans le milieu: lorsque la
concentration est inférieure a 0,1 mM, les transporteurs a haute affinité s’activent alors que
ceux a faible affinité fonctionnent lorsque les concentrations en sulfate sont supérieures a
0,1mM (Grant et Hawkesford, 2015). Les relations phylogéniques entre les protéines de ces
systemes de transport, leurs fonctions et leur distribution ont permis de classer les génes qui
en codent en cing groupes (Buchner et al., 2004; Hawkesford et De Kok, 2006; Lewandowska
et Sirko, 2008 ;Grant et Hawkesford 2015). Ces groupes de transporteurs ont été identifiés

dans les plantes supérieures et en particulier chez Arabidopsis thaliana (Buchner et al., 2004)

Groupe 1: les transporteurs a haute affinité nommés AtSULTR1;1, AtSULTRZ;2 sont les
mieux caractérisés. Ils sont exprimés principalement sur les poils absorbants, les cellules
épidermiques et les cellules corticales des racines (Takahashi et al., 2000 ; Vidmar et al., 2000
; Yoshimotoet al., 2007 ; El Kassis et al., 2007). Les transporteurs AtSULTR1;3 a faible
affinité quant a eux sont localisés sur le parenchyme du phloéme et impliqués spécifiqguement
dans le chargement phloémique du sulfate (Yoshimoto et al., 2003).

Groupe 2 : AtSULTR2;1 et AtSULTR2;2 des transporteurs a faible affinité. lls assurent le
transport a longue distance au cours de la translocation du sulfate des organes source aux
organes puits (Takahashi et al., 2000). lls sont localisés dans les cellules des vaisseaux
conducteurs de la seve xylémique (pour AtSULTR2;1) et phloémique (pour AtSultr2;2) des
racines.

Groupe 3 : les transporteurs AtSULTRS3;1, AtSULTR3,2, AtSULTR3;3, AtSULTR3;4 n’ont
pas encore été totalement élucidés. Ils sont appelés également «groupe des feuilles». Chez
Arabidopsis thaliana, ces transporteurs sont tous localisés au niveau foliaire (Takahashi et al.,
2000; Hawkesford et al., 2003), tandis que chez Brassica oleracea BoSULTRS3;2 est
exclusivement exprimé au niveau racinaire et BOSULTR3;3 est retrouvé aux niveaux foliaire,

caulinaire et racinaire (Buchner et al.,2004). En outre, BoOSULTR 3;4 et BoSULTR 3;5 sont
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respectivement exprimés chez Brassica oleracea aux niveaux caulinaire et racinaire (Buchner
et al., 2004).

Groupe 4 : AtSULTR4;1 and AtSULTR4;2 des transporteurs impliqués dans le transport de
I’ion sulfate aux plastides avant sa réduction. Ils sont localisés dans les tonoplastes du
péricycle, du xyléme des racines et des hypocotyles. lls sont responsables des efflux de sulfate
de la vacuole vers les plastides.

Groupe 5: AtSULTRS5;1 et AtSULTR5;2, ces transporteurs se caractérisent par des
séquences nucléotidiques différents des autres transporteurs identifiés. Bien que la fonction
cellulaire des transporteurs du groupe 5 soit a ce jour inconnue, leur intervention dans 1’influx
de sulfate vacuolaire est fortement suspectée (Hawkesford et al., 2003).

d. Absorption Foliaire

Dans les zones rurales, I'atmosphére ne contient généralement que des oligo-éléments sous
forme de gaz soufrés. Dans les zones a activité industriel et/ou volcanique, 1’atmosphére
contient des niveaux plus élevés de polluants atmosphériques sulfureux (Haneklaus et al.,
2007). L'impact des gaz atmosphériques sulfureux sur les plantes cultivées semble étre
ambigu. Aprés leur absorption foliaire, le SO2 et le H2S sont directement métabolisés et
malgré leur toxicité potentielle ils sont utilisés comme source de soufre pour la croissance (De
Kok et al., 1990, 2002). L'absorption du soufre atmosphérique se produit principalement a
travers les stomates (Lewis, 1980). Le taux d'absorption dépend de la conductance stomatique
et de la concentration atmosphérique en gaz. La conductance stomatique est géneralement le
facteur limitant de I'absorption foliaire du SO, (Misra et al., 1987 ; De Kok et al., 1990,
2002). Cette conductance mesophyllienne élevée est principalement contrélée par des facteurs
chimiques / physiques, car le gaz est trés soluble dans la solution cellulaire du mésophylle

(apoplaste ou symplaste)
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2. Assimilation de sulfate

L’assimilation de sulfate peut se faire selon deux voies (Fig. 6), la voie réductrice qui semble
la voie majoritaire, elle se déroule au niveau des plastes, et la voie non réductrice qui se
déroule au niveau du cytosol (Leusteck et Saito, 1999; Kopriva et Koprivova, 2004; Saito,

2004).
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Figure 6 : Les voies d’assimilation réductrice et non réductrice du sulfate (SO4%) dans la cellule
végétale. Les voies d’assimilation réductrice et non réductrice sont respectivement représentées en vert
et en bleu. Les enzymes sont indiquées en italique. Les molécules produites sont présentées en rouge.
AcétylCoA : AcétylCo-enzyme A, APR : Adénosine 5’-phosphosulfate réductase, APS : Adénosine
5’-phosphosulfate , Cys : cystéine, GSH : glutathion sous forme réduite, Met : méthionine, OAS : O-
acétylsérine, OASTL : O-acétylsérinethiollyase, PAPS : 3’-phospho-5’-adénylylsulfate, S% : sulfide,
SAT : S-acétyl-transférase, SOs> : sulfite, SR : sulfite réductase (Leustek et Saito,1999 ; De Kok et
al., 2005).

a. Voie d’assimilation réductrice

Les enzymes catalysant les réactions de cette voie sont majoritairement localisés dans les
chloroplastes et les électrons sont fournis par la ferrédoxine réduite (Abdallah, 2010). L’ion
sulfate est un composé inactif qui doit étre activé avant d’étre réduit et métabolisé (Saito,
2004). La réaction d’activation commence par l’adénylation de sulfate qui forme une
molécule d’Adenosine-5’-phosphosulfate (APS) (Réaction 1). La réduction de sulfate

s'effectue en deux étapes. En premier, I’APS réductase transfere deux électrons a I’APS en
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produisant du sulfite (SOs*) (Réaction 2). Le sulfite peut étre directement utilisé comme
source de S pour I’UDP-sulfoquinovose qui est le précurseur des sulfolipides (Rausch et
Wachter, 2005) ou encore il peut étre impliqué dans une deuxieme voie de réduction appelée
« Carrier bound pathway » dans laquelle le sulfite n’est pas libre mais lié au groupement thiol
d’un transporteur (Fig. 6). Néanmoins, cette voie est toujours discutée (Leustek et saito,
1999). La seconde étape de la réduction du sulfate concerne la formation de sulfure (S%) par
le transfert de six électrons au sulfite par I’action dusulfite réductase (Réaction 3). Cette
réaction implique la ferrédoxine réduite comme source d’électrons. L'étape d'assimilation au
vrai sens du terme commence lorsque le sulfure réagit avec I'O-acétylsérine (OAS) pour
former la cysteine. Cette réaction est catalysée par I'OAS-thiol-lyase (OAS-TL) (Réactions 4).
Le reste de I’ion sulfure dans les chloroplastes est libéré pour servir de substrat aux enzymes
du cytosol et des mitochondries.

SO4* + MgATP — MgPPi+ 50-adenylylsulfate (APS) Reaction 1

APS +2 GSH — SO3% + 2 H+ + GSSG + AMP Reaction 2

SOs* + 6 ferredoxinred— S + 6 ferredoxin ox Reaction 3

O-acetylserine (OAS) + S> — L-cysteine + acetate  Reaction 4

L’OAS est formée par l'acétylation de la sérine avec l'acétyl-CoA qui est catalysée par la
sérine acétyl-transférase (Fig.6). La synthése de la cystéine est une réaction majeure dans le
couplage direct entre le métabolisme du soufre et de I'azote dans la plante (Fig.7) (Brunold et

al., 1993, 2003).
Serine + acetyl-CoA — OAS + CoA

Le SO, absorbé par les feuilles, entre également dans la voie du métabolisme du soufre dans
la plante. Le gaz (SO2) dissous dans la solution cellulaire du mesophylle est rapidement

hydraté et dissocié, donnant du bisulfite et du sulfite (Réaction 5). Ces derniers seront par la
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suite incorporés dans la voie de la réduction du soufre dans les chloroplastes, ou réduits par

voie enzymatique en sulfate au niveau de 1’apoplaste ou du symplaste.

SO, + H,O—H* + HSO3 — 2H*+ SO3>  Reaction 5

Le deuxiéme acide aminé soufré, la méthionine, est issu de la cystéine a travers
I’homocystéine (Saito, 2004). La cystéine est également le précurseur de plusieurs autres
composés organiques soufrés en particulier le glutathion, les protéines, les sulfolipides et des
composés soufrés secondaires qui sont synthétisés par des réactions qui ne sont pas
specifiques au regne vegétal (Leustek et Saito, 1999 ; Saito, 2000, 2004 ; Droux, 2004). La

cystéine est la source du soufre réduit (-SH) incorporé dans les molécules organiques.
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Figure 7: Interactions et régulations entre 1’assimilation del’azote et celle du soufre chez les végétaux
supérieures (Smith et al., 1997; Kopriva et Rennenberg, 2004).
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b. Voie d’assimilation non réductrice

Les réactions de cette voie d’assimilation se déroulent dans le cytosol. Apres activation de
sulfate sous forme d’APS, la fixation d’un groupement phosphate en position 3’ de I’APS
sous I’action de I’APS kinase permet la formation du 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate
(PAPS) (De Kok et al., 2005; Rausch et Wachter, 2005). Le PAPS constitue ensuite une
source de sulfate activé qui servira comme substrat pour les sulfo-transférases qui catalysent
la sulfatation d’un certain nombre de composés précurseurs des flavonoides, des

glucosinolates et des sulfolipides (Leustek et Saito, 1999; Saito, 2004).

i Interaction entre le soufre et les autres éléments minéraux

1. Interaction soufre-azote

Les processus d’assimilations de 1’azote (N) et du soufre (S) par les plantes sont étroitement
associes (Zhao et al., 1997). Ils sont tous les deux des constituants importants des protéines.
L apport adéquat en ces deux éléments est important pour un rendement optimal des cultures.
Plusieurs travaux ont montré la régulation de I’assimilation de I’azote par la disponibilité de
S (McGrath et Zhao, 1996 ; Brennan et Bolland, 2008). Cette régulation intervient plus
particuliecrement au niveau des premicres étapes de 1’assimilation de 1’azote telles que
1I’absorption et la réduction du nitrate (Koprivova et al., 2000 ; Prosser et al., 2001; Kopriva et

Rennenberg, 2004).

L'interaction entre N et S concerne également la production de L’O-acétyl sérine (OAS) un
composé azoté qui constitue le substrat de base pour la synthése de nombreux composés
soufrés organiques (Fig. 8). La littérature montre que cette molécule joue un role clef dans la
co-régulation du métabolisme N et S (Hopkins et al., 2005) et sa teneur augmente en cas de
carence en soufre dans les feuilles et les racines des plantes privée en soufre (Wirtz et al.,

2004, Buchner et al., 2004, Hopkins et al., 2005).
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Les interactions régulatrices entre l'assimilation du soufre et le métabolisme de 1’azote est
essentiellement maintenue pour coordonner le flux des deux éléments car les plantes ont
tendance a maintenir un rapport N/S relativement fixe pour la synthése des protéines (Hesse et
al., 2004; Carfagna et al., 2011). Le ratio N/S est largement utilisé pour le diagnostic du statut
S des cultures mais 1’utilisation de ce rapport comme critere de diagnostic peut étre une
problématique car le méme rapport peut étre obtenu a des niveaux de concentration totalement
différents dans le tissu, et par conséquent 1’excés d'un élément peut donc étre interprété
comme une déficience de l'autre , dans le méme sens Dijkshoorn et Van Wijk (1966) ont
révélé que, méme si le rapport du N total sur S total (N/S) varie largement, dans des
conditions nutritionnelle adéquates le rapport N organique sur S organique reste plutét

constant a environ 17,5 chez les légumineuses et 13,8 chez les graminées.

La relation régulatrice entre N et S parait également en cas d’excés de N par rapport a 'offre
de S ce qui entraine un déséquilibre nutritionnel qui peut restreindre la synthése des protéines
et réduire le développement des cultures, par conséquence, les besoins de la plante en S
augmenteront avec l'augmentation de I’apport en N (Janzen et Bettany, 1984). La déficience
en S peut étre accentuée a des concentrations élevées en azote dans le milieu (Janzen et

Bettany, 1984; McGrath et Zhao, 1996 ; Brennan et Bolland, 2008).
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Figure 8 : Couplage métabolique entre les voies d'assimilation du soufre et de I'azote chez les

végétaux supérieurs

2. Interaction soufre- autres éléments minéraux

L’effet antagoniste entre le phosphore (P) et le soufre a été démontré dans plusieurs travaux.
La littérature suggéere une compétition entre le sulfate et le phosphate pour les voies
d'absorption et de translocation, ce qui peut influencer le flux et le mouvement de ces 2
éléments dans la plante (Jones et al., 1970; Marok et Dev, 1980 ; Islam et al.,2001 ; Bharose
et al.,2011). Cependant, Grant et Hawkesford (2015) supposent I’'improbabilité de cette
suggestion en se basant sur des connaissances ultérieures et sur la nature moléculaire
indépendante des transporteurs des deux éléments. Soliman et al. (1992) a montré que I'effet
acidifiant de S sur le sol peut influer la solubilité de P et donc une fertilisation soufrée
diminuera 1’absorption de P par la plante, et vice versa, la présence de grande concentration
en P dans le milieu peut diminuer la disponibilité de S et aggraver 1’état de déficience en

soufre si le niveau de S est deja faible dans le sol (Grant et Hawkesford, 2015).
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L’interaction entre le Molybdate et le S & travers les transporteurs des ions sulfates a été
prouveée a plusieurs occasions (Dudev et Lim, 2004; Alhendawi et al., 2005). Les deux anions
sont des analogues chimiques et ils peuvent étre en concurrence pour les mémes transporteurs.
Le sélénate (Se) comme le molybdate, est chimiquement similaire au sulfate. lls sont absorbés
et transportés par les mémes transporteurs (Terry et al., 2000 ; Kaiser et al.,2005). L’effet
antagoniste de S et Se apparait dans les sols a forte concentration en sélénium. L’apport du

soufre diminue les niveaux de sélénate dans les cultures (Granthet Hawkesford, 2015).

L’interaction entre le Soufre et les métaux lourds a également été prouvée. Il a été montré que
I'exposition aux métaux lourds peut augmenter l'absorption des ions sulfates et réguler la
synthése de certain nombre d'enzymes qui sont impliquées dans l'assimilation du soufre (Na et
Salt, 2011). Le glutathion semble jouer un réle important dans la tolérance des plantes aux
métaux lourds, sa concentration dans les tissus végétaux augmente aprés exposition au Ni, Zn
ou Cd (Na et Salt, 2011). Méme constat a été rapporté concernant la phytochélatine synthétase
qui est régulée par une gamme d'oligo-éléments incluant Cd, Zn, Cu, Hg, Al et Pb (Lee et

Korban, 2002; Schat et al., 2002; Stolt et al.,2003; Na et Salt, 2011).

v La déficience en soufre

Au cours des derniéres années, la déficience en soufre est devenue un probléme majeur pour
’agriculture causant des diminutions dans le rendement et dans la qualité des plantes (Hagel,
2005, Nikiforova et al., 2004 ; Lee et al., 2013). Cette deficience est due a la production
intensive de cultures pour maximiser le rendement, a I’utilisation accrue d'engrais contenant
peu ou pas de soufre et principalement, a la diminution des dépositions atmosphériques en
soufre suite aux réglementations d'émissions plus strictes dans 1’objectif d’améliorer la qualité

de l’air. Klimont et al. (2011) ont signalé une diminution de la concentration de S
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atmosphérique d'environ 20Tg entre 1990 et 2011 en Europe de I'Est, en Asie centrale, au
Canada et aux Etats-Unis (Table 1).

Depuis le milieu des années 80, des symptdmes de la déficience en soufre ont €té observés
dans les cultures de colza. lls seraient liés a la réduction des dép6ts atmosphériques qui
fournissaient auparavant une source importante de S exploitée par la plante (Haneklaus et al.,
2008). De méme, les effets de la carence en S sur la qualité du blé (Triticuma estivum L.) ont
été observés de plus en plus, et dans les années qui suivirent la déficience en soufre est
devenue une menace sérieuse pour la qualité et le rendement des cultures. Plusieurs études
ont enregistré des diminutions dans les teneurs en soufre chez les plantes cultivées (McGrath
etal., 1996 ; Schnug, 1997; Scherer, 2001; Nikiforova et al., 2004 ; 2005 ; Lee et al.,2013).

Tableau 1. Emissions régionales de SO, entre 1990 et 2011(Tg SO,) (Klimon et al., 2011)

Régions 1990 | 1995 | 2000 2005 2010 2011
Afrique 5.4 5.2 4.9 54 5.8 5.1
Chine 16.5 21.2 24.2 324 29.9 29.1
Inde 3.4 4.6 5.7 6.9 95 10.1
moyen-Orient 3.6 4.8 5.0 53 5.7 5.6
L’autre Asie et 8.8 9.2 8.9 8.2 7.9 7.8
Pacifique

Europe 28.8 18.8 13.3 10.5 6.9 6.6
Russie 11.1 6.4 5.9 6.2 4.7 4.4
Amérique latine | 6.8 6.5 7.3 53 5.0 5.0
et Caraibes

US et Canada 23.2 20.0 17.6 16.1 9.5 8.1
Autres 6.8 8.2 9.8 12.0 13.6 13.6
Total 121 110 106 112 103 101
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1. Réponse des plantes a la deficience en soufre

Le degré de réponse des plantes a la carence en soufre différe selon la sensibilité des espéces.
Lorsqu'elles sont cultivées dans des conditions de carence en S, le colza développe des
symptomes tres rapidement, le mais les développe tardivement, alors que d’autres cultures
comme la pomme de terre, la betterave a sucre, et le haricot développent ces symptémes plus
ou moins rapidement. La valeur critiqgue du soufre sous laquelle la plante est supposée
carencée en S varie selon les especes végétales et dépend de plusieurs parametres (especes,
stade d'échantillonnage, partie analysée de la plante et les composés soufrés utilisées pour la
mesure du niveau du soufre dans la plante). Généralement, dans les plantes déficitaires en S,
la concentration de soufre total doit étre inférieure a 0,12% pour les brassicaceaes alors que
dans le cas des non-brassicaceaes, cette valeur doit étre inférieure a 0,75% (Haneklaus et al.,
2007).
2. Effets physiologiques et métaboliques de la déficience en soufre

a. Effet sur le rendement en biomasse

La carence en soufre est caractérisée par un dysfonctionnement de certaines voies
métaboliques qui trouve son expression finale dans des troubles physiologiques et des
symptdmes visibles. Bien avant que de vraies perturbations métaboliques ne se produisent,
une diminution d'approvisionnement en S limiterait la capacité des plantes a exploiter le
rendement (Schnug et Haneklaus, 1994). Cependant, ce dernier représente une combinaison
de paramétres individuels et des changements anormaux dans la structure d'une culture
(Geisler, 1983). 1l peut indiquer toute pénurie de facteurs de croissance avant que les premiers
symptomes de déficience visibles n’apparaissent. Ces changements peuvent également étre
identifiés par une évaluation visuelle. Bien que les changements dans le rendement ne soient
pas du tout spécifique, ils fournissent une information précieuse pour le diagnostic différentiel

de la carence en S. Chez le colza par exemple, la structure de rendement la plus fortement
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affectée par la carence en S est le nombre de graines par gousse. Ce dernier diminue de
maniére significative avec la carence en S (Schnug et Haneklaus, 1994). Cependant, méme
dans les conditions séveres de déficience en soufre, le colza peut redémarrer et/ou continuer la
floraison, l'insertion des capsules et le remplissage des semences, et peut regagner un
rendement complet si le S est fourni comme fertilisant (Schnug, 1988). Des cultures
déficientes en S produisent moins de graines par épis (Rasmussen et al., 1977, Haneklaus et
al.,1995). Si les céréales sont touchées par la carence en S dans les premiers stades de
croissance (avant la fin du tallage), le nombre d’épis par téte est irréversiblement réduit méme
si le soufre est fourni comme fertilisant. Cela signifie que les cultures céréalieres n'ont aucune
capacité a compenser la carence en S dans des stades de croissance ultérieurs (Haneklaus et

al., 1995) .

b. Effet sur le métabolisme soufré
En cas de déficience en S, les concentrations tissulaires de sulfate, de glutathion et de la
cystéine diminuent (Hawkesford et DeKok, 2006) et 1’appauvrissement en S conduit a la
régulation de la réduction du soufre a plusieurs niveaux de la voie métabolique. Les deux
principaux points de régulation sont I'absorption de sulfate et la réduction de I’APS (Davidian
et Kopriva, 2010). La principale action régulatrice se produit au niveau de I’APS réductase.
La régulation survient par inhibition allostérique et par activation ou répression de
l'expression génique de 1I’APS réductase. L'expression et l'activité de I'APS réductase répond
rapidement a la déficience en S ou a des diminutions dans des composés soufrés réduits,
comme le sulfure, la cystéine ou le glutathion (Granth et Hawkesford, 2015). Lorsque le
soufre est insuffisant, il y a une indisponibilité de sulfure pour la biosynthése de la cystéine,
ce qui conduit donc, a l'accumulation de I'OAS. Celui-ci peut réguler positivement la

transcription de I'expression des transporteurs de sulfate et peut également annuler le feedback
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négatif partiellement exercé par les composés soufrés réduits. (Howkesford, 2000 ; Grant et

Hawkesford, 2015).

c. Effet sur la photosynthése
La chlorose présente 1'un des symptomes spécifiques de la déficience en soufre. Le
jaunissement apparait sur les bords des jeunes feuilles, puis se répand sur toute la feuille
(Bergmann, 1992 ; Burke, et al., 1986; Stuiver et al.,1997). Ceci est d0 en général a des
perturbations dans 1’appareil photosynthétique (Maxwell et Johnson, 2000). Le soufre est un
élément chloroplastique structurel important qui entre dans la composition de la ferrédoxine,
la thiorédoxine, la sulfate réductase, la nitrite réductase et certaines protéines de la chaine de
transfert des électrons localisées sur la membrane des thylakoides. Cette derniére est
constituée par un sulfolipide qui assure sa fluidité et favorise les réactions photosynthétiques.
La majeur partie du soufre présent dans les chloroplastes est contenue dans la Ribulose 1-5
diphosphate carboxylase/oxygénase dont la synthese est réduite suite a la déficience en soufre
(Abdallah, 2010). L’inhibition de la photosynthése suite a la carence en soufre est
généralement associée a une baisse dans les teneurs en pigments chlorophylliens (Dietz, 1989
; Gilbert et al.,1997; Ahmad et Abdin, 2000; Zhao et al.,2001), a la dégradation des
métabolites soufrés secondaires dont les sulfolipides, a la perte d’activité du photosysteme 11
et a une baisse de la synthese de la Rubisco (Marayuma-Nakashita et al.,2003 ; Hirai et al.,
2003). Le statut redox et les teneurs en glutathion (GSH) et en thiorédoxine permettent de
faire face aux effets du stress oxydatif, ils interviennent aussi dans le contréle de la synthese
d’une protéine constitutive du photosysteme II (Giordano et al., 2000 ; Hirai et al., 2003). En
cas de carence en soufre, la perturbation de ce statut redox entraine la génération d’espéces
réactives d’oxygene responsables de la destruction du photosystéme 11 (Marayuma-Nakashita

et al., 2003; May et al.,1998).
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d. Effet sur le metabolisme azoté

L’interaction entre le métabolisme du soufre et celui de 1’azote semble plus claire en cas de
déficience en soufre ou en cas d’une perturbation de son absorption et de son assimilation.
Chez des plantes de Tabac (Nicotiana tabacum), la privation en soufre a été associée a une
diminution accentuée de la nitrate réductase (Reuveny et al., 1980). Prosser et al. (2001) ont
observé une diminution de 1’absorption du nitrate chez 1’épinard (Spinacia oleracea) cultivé
en conditions de carence en sulfate.

Chez des cultures d’orge (Hordeum vulgare) et d’épinard (Spinacia oleracea) privées en
soufre, la premiére réponse observée est une diminution de 1’absorption et de la translocation
du nitrate (Clarkson et al., 1989; Karmoker et al.,1991; Prosser et al.,2001). La carence en
soufre chez I’orge, étudiée par (Clarkson et al., 1989), engendre une altération dans les voies
de translocation d’ammonium et du nitrate vers les organes aériens (Karmoker et al.,1991).
Par ailleurs, il a été montré que la privation en sulfate inhibe I’activité nitrate réductase (NR)
via une répression de la transcription. Cette inhibition pourrait étre engendrée par
I’accumulation des produits d’assimilation de 1’azote tels que ’ammonium ou les acides
aminés (Migge et al., 2000). L’activit¢ de la NR reste positivement contrblée par la
photosynthése, elle-méme fortement inhibée par une carence en soufre (Maxwell et Johnson,
2000)

3. Controéle transcriptionnel en réponse a la déficience en soufre

Si I’approvisionnement du milieu en soufre est limité, la plante met en jeu un nombre de
mécanismes régulateurs de la transcription de certains genes impliqués dans la réponse a la
déficience en soufre. En effet, la régulation de I'expression genétique se produit a plusieurs
niveaux de la voie d’assimilation du S par la plante, mais le plus grand contrdle semble étre
au niveau des transporteurs, dont la taille et l'activité des groupes d’/ARNm sont régulées par

la disponibilit¢ du soufre (Grant et Hawkesford, 2015). «<SURE » (Sulfur Responsive
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Elements), une séquence promotrice du gene codant pour le transporteur SULTR1;1 a été
détectée en surexpression chez A. thaliana soumise a la déficience en soufre (Marayuma-
Nakashita et al., 2005). Toutefois il a été rapporté que 1’expression de ce gene peut étre
enregistrée dans des cas non liés a la déficience en soufre, et donc sa considération doit étre
associée a une évaluation de I’état nutritionnelle de la plante en S (Lewandowska et Sirko
2008). Le trans-regulateur le plus important, responsable de la régulation transcriptionnelle
directe des geénes impliqués dans I’absorption et I’assimilation du soufre est « SLIM1 »
(Sulfur limitation 1). Il influence I’activité des génes codant pour les transporteurs des
groupes 1,3 et 4, il joue un réle important dans la réponse a la déficience en soufre et sa
désactivation induit une diminution d’environ 60% dans I’absorption et 1’assimilation du S
(Marayuma-Nakashita et al., 2005; Lewandowska et Sirko 2008). Le trans-regulateur
« SLIM1 » influence également 1’expression de nombreux genes liés a I’insuffisance en
soufre et en particulier les génes codants des enzymes de la voie métabolique des
glucosinolates (Lewandowska et Sirko 2008). Les glucosinolates sont les premiers
métabolites dégradés en cas de déficience en S et les produits qui en résultent sont incorporés
par la suite dans la synthése des métabolites primaires (Haneklaus et al., 2006, 2007 ;
Lewandowska et Sirko 2008), « SLIM1 » intervient dans ce procédé de recyclage du soufre
par I’activation de la transcription des génes codants pour des enzymes impliquées dans la
voie de dégradation des glucosinolates et diminue, en revanche, l’expression des enzymes
impliquées dans leur synthese (Lewandowska et Sirko, 2008). BIG (protéine analogue a la
Calossine nécessaire au transport de l'auxine polaire chez Arabidopsis) est un autre géne chez
Arabidopsis impliqué dans la régulation de la transcription des genes sous limitation du
soufre, il intervient essentiellement au niveau de la régulation entre le métabolisme de I’OAS

et celui du GSH (Kasajima et al., 2007).
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L’ensemble de ces régulateurs transcriptionnels servent essentiellement de coordinateurs de
I’homéostasie du soufre, entrainant des changements métaboliques plutdt que des effecteurs

directs de la voie d’assimilation de sulfates.

4. Diagnostic de I’état de déficience chez les plantes
a. Les parameétres biologiques

De nombreux auteurs ont proposé le contenu en sulfate comme le critére de diagnostic le plus
approprié dans le cas de la carence en soufre chez les plantes (Spencer et Freney, 1980 ;
Maynard et al., 1983; Cerda et al.,1984; Spencer et al.,1984). lIs justifient leur opinion en se
référant au réle du sulfate comme principale forme de transport et de stockage de soufre chez
les plantes (Saalbach, 1970, Syers et al.,1987), d’autres auteurs, cependant, supposent que le
sulfate n'est généralement pas un bon indicateur de 1’état de déficience en soufre pour les
brassicaceae car en cas de déficit en S la dégradation des glucosinolates pourrait fausser le
résultat (Haneklaus et al. , 2007).

D’autres auteurs attribuent cette fonction de diagnostic au glutathion (Yoshida et Chaudry,
1979; Morris et al., 1984). En cas d’une nutrition normale en soufre, environ la moitié du
soufre total dans les feuilles est sous forme de soufre insoluble comme les protéines, environ
42% est sous forme de sulfate, et le reste est présent sous forme de glutathion et de
glucosinolates. En revanche, en cas de déficience en soufre, environ 70% a 90% de soufre est
présent sous forme de sulfates, alors que le glutathion et les glucosinolates ne représentent
qu’environ 1% (Blake-Kalff et al., 1998). Cependant, la concentration en soufre totale reste le
paramétre le plus fréqguemment utilisé pour I'évaluation de I'état nutritionnel en soufre grace a
sa stabilité (Haneklaus, 2007).

b. Les paramétres composés
Les parametres composés les plus connus sont le rapport N/S et le pourcentage de sulfate de

la teneur totale du S, I'idée du rapport N/S repose sur la logique que les plantes ont besoin de
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soufre comme de I'azote principalement pour la biosynthese des acides aminés (Dijkshoorn et
Van Wijk, 1967 ; Stewart, 1969). Par conséquent, des changements dans le rapport N/S ont
été proposés comme indicateurs de la carence en S (Stewart et Porter, 1969; Murphy, 1988).
Malgre lI'importance des rapports nutritifs dans les tissus végétaux, I'argument le plus frappant
contre I'utilisation du rapport N/S comme critére principale de diagnostic, autre que le fait
qu'il nécessite la détermination de deux éléments, c’est que le méme ratio de N/S peut étre
obtenu a des niveaux de concentration totalement différents dans le tissu et donc I’excés dans
un élément peut donc étre faussement interprété comme une déficience dans l'autre (Finck,
1970). Par contre, la proportion de I’ion sulfate par rapport a la teneur totale en soufre, a été
proposée comme critere de diagnostic par plusieurs auteurs (Spencer et Freney, 1980; Spencer
et al., 1984). Il semble que les plantes sont suffisamment alimentées en soufre lorsque plus de
12% de leur S total est sous forme de sulfates, I’avantage de 1’utilisation de ce critére de
diagnostic et que cette valeur est tres peu affectée par I'dge de la plante (Smith et Dolby,

1977).

Par ailleurs, des études récentes ont confirmé I’efficacité de I’utilisation d’autres rapports
nutritifs comme indicateurs de la déficience en soufre. Maillard et al. (2016) a montré que le
rapport Mo/S dans les feuilles peut étre utilisé comme indicateur de déficience en soufre,
cependant, vu les concentrations faibles en Mo dans le tissu foliaire, le calcul de ce parametre
nécessite des méthodes sensibles et performantes comme la Spectrométrie a plasma a
couplage inductif (ICP). Cela fait de lui un parametre difficile a utiliser quotidiennement.
Sorin et al. (2015) et Etienne et al. (2018) ont proposé I’utilisation du rapport (CI'+NO3z™ +
POs*)/SOs2 comme indicateur de la déficience en soufre, ce paramétre peut étre
utilisé comme indicateur précoce aux perturbations métaboliques induites par la déficience en
soufre. Etienne et al. (2018) ont montré que I’utilisation du rapport (CI'+NO3z + POs*)/ SO4

2peut étre simplifiée par la mesure des éléments Cl, P et S dans les feuilles et le calcul du
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rapport (Cl+ P)/S peut étre une méthode simple et rapide pour le diagnostic foliaire de 1’état

de déficience en soufre.

V Stratégies d’adaptation des plantes a la déficience en soufre

En cas de déficience en soufre, les plantes développent une stratégie d’adaptation qui consiste
a améliorer I’Efficience d’Utilisation du Soufre (EUS). L’EUS se détermine principalement a
travers la vitesse de croissance relative observée chez les plantes limitées en S. Elle est
estimée au stade reproducteur de la plante a partir des composantes de rendement : I’indice de
récolte, la production, la teneur en protéines (Balint et Rengel, 2009). Hawkesford (2000) a

proposé deux voies principales possibles pour I’amélioration de la stratégie d’EUS :

e Stratégie visant a Doptimisation de ID’acquisition du soufre via: (i) des
modifications dans 1’architecture des racines afin d’améliorer 1’acquisition des sulfates du sol.
Cette voie consisterait a controler la structure racinaire et sa prolifération (Hawkesford, 2000),
et a favoriser sa croissance dans le but de maximiser la zone de prospection du sol par la
plante ce qui permettrait une colonisation potentielle des zones riches en soufre vu que le
soufre est tres mobile dans la solution du sol. (ii) la régulation transcriptionnelle des
transporteurs de sulfates par la multiplication des transporteurs de sulfates a fortes affinités
sur la membrane plasmique (Shinmachi et al., 2010). L’expression des genes codants pour ces
transporteurs est régulée au niveau transcriptionnel par le niveau de disponibilité en soufre
(Takahashi et al.,1997; Hawkesford, 2000; Leustek et al.,2000; Saito, 2000; Hesse et
al.,2004).

e Stratégie visant a optimiser I’utilisation des réserves en S via la mobilisation des
réserves au sein des organes. Cette stratégie consiste a mobiliser des composés soufrés des
organes puits vers les organes en croissance. Les principaux composeés qui pourraient étre
mobilisés sont le sulfate potentiellement accumulé dans les vacuoles, les acides aminés et des

peptides soufrés comme le glutathion ou bien les protéines foliaires. Mais cette mobilisation
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s’est montrée inefficace chez certaines espéces comme le colza et insuffisante a couvrir les
besoins en S des jeunes feuilles, organes présentant les premiers symptémes de chlorose
(Blake-Kalff et al., 1998).
VI Plantes aromatiques et médicinales au Maroc

1. Especes cultivées
Le secteur des plantes aromatiques et médicinales (PAM) au Maroc abonde de potentielgrace
a sagrande diversité en especes. La forte augmentation de la demande mondiale enregistrée
ces dernieres décennies pour les PAM et leurs dérivés, et le nombre croissant d’utilisateurs et
la diversité des domaines d’utilisation des PAM a fait augmenter 1’importance de ce secteur.
La production des PAM au Maroc est globalement assurée par les plantesspontanées, alors
que les cultivées ne présentent que 2% (Hceflcd, 2008). La culture des PAM est répandue
dans plusieurs régions du pays et concerne environ une trentaine d’espéces dont dix espéeces
sont les plus cultivées (tableau 2).

Tableau 2 : Production des PAM cultivées au Maroc en 2004 (Zrira, 2010, 2011).

PAM cultivées Surface cultivé (ha) Production (T)
Anis 520 260
Safran 600 1
Fenugrec 1400 550
Fenouil 250 170
Cumin 3000 550
Coriandre 7000 6300
Niora 6920 27440
menthe 1800 40000
Rose - 500
Jasmin 100 200

2. Fenugrec (Trigonella foenum-graecum)

Le fenugrec, Trigonella foenum-graecum, est connu et utilisé a différentes fins dans les temps
anciens, notamment dans la région méditerranéenne, la Chine, I’Inde et 1’Indonésie.
Cependant, I’origine exacte de cette plante est difficile a déterminer (Petropoulos et al.,2002),

Certains auteurs ont suggéré qu’elle est originaire de la région méditerranéenne, d’autres ont
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proposé une origine asiatique (Mehrafarin et al., 2011). Le fenugrec est caractérisé par une
large distribution a travers le monde, notamment dans les pays de I’ Afrique du Nord (Tunisie,
Algérie, Maroc et en Egypte), et également en Asie du sud-ouest, en Inde, au Pakistan, en
Chine et au Japon. Sa culture s’est étendue plus récemment a I’Europe centrale, au Portugal,
en Espagne, au Royaume-Uni et aux Etats-Unis (Parthasarathy et al., 2008).

a. Taxonomie de la Plante
Les espéces de Trigonella identifiéespour 1’instant sont ennombre de 18, mais Trigonella
foenum-graecum est la seule espéce cultivée (Helambe et Dande, 2012)
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliphyta
Class : Magnolipsida
Famille : Fabaceae
Genre : Trigonilla
Espéce : Trigonella foenum-graecum (Mehani et Segni, 2012)

b. Description Botanique
Le fenugrec est une plante herbacée, annuelle, poilue ou glabre selon les variétés, pouvant
atteindre 50 cm de hauteur. Elle possede une racine principale bien développée et une tige
dressée rameuse et cylindrique (Who, 2007). Les feuilles sont composées de 3 folioles ovales
et denticulées. L’inflorescence montre des fleurs axillaires, groupées par deux, rarement
solitaires (Parthasarathy et al., 2008). La fleur est sessile, dite papilionacee, de couleur jaune
pale, composée d’un calice a cinq sépales non divisées, d’une corolle a cinq pétales libres de
forme triangulaire et de dix étamines et un ovaire pluri-ovulé. Le fruit est une gousse linéaire
qui renferme de 10 a 20 graines d’une longueur de 5 mm, dures et jaunes. Ils sont aplatis et

ont un contour rhomboidal tres caractéristique (Ait Youssef, 2006) (Fig. 9).
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Figure 9 : Trigonella foenum-graecum ; (a) Plante entiere, (b) la gousse, (c) les feuilles, (d) les graines

c. Composition biochimique

Les feuilles contiennent environ 4,4% de protéines, 0,9% d’acides gras, 1,5% d’éléments
minéraux dont les plus abondants sont le calcium, le fer et phosphore, 1,1% de fibres et des
hydrates et environ 6% de carbone, les feuilles de fenugrec contiennent également des

caroténes, la thiamine, la riboflavine, la niacine et la vitamine C (Snehlata, 2012).

Les protéines constituent entre 20 et 30% du poids sec de la graine de fenugrec avec une
teneur importante en nucléoprotéines (Ghedira et al., 2010), elle est caractérisée par la
présence d’un acide aminé trés rare, qui est la 4-hydroxy-isoleucine qui présente entre 0,1 et

0,3% du poids de la graine séche (Wichtl et Anton, 2003).
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La graine de fenugrec renferme des lipides (7 & 10%) dont 1,5 a 2% de lécithine et une huile
grasse dans I’embryon (renfermant principalement de [’acide linoléique et de I’acide
linolénique). Les glucides sont particulierement abondants (20 & 45%) notamment les fibres
(cellulose, hémicellulose, etc.), des mucilages surtout localises sur les parois cellulaires de
I’endosperme et constitués de chaines de mannoses et de chaines de galactoses avec de faibles
proportions de xylose, (Snehlata, 2012). La graine de fenugrec renferme également des
alcaloides dont la plus caractéristique est la trigonelline (0,37%) (Snehlata, 2012 ; Nathiya,
2014).La graine constitue également une source potentielle de sapogénines conduisant, apres
hydrolyse a la formation de la diosgénine (0,1-2,2%) ainsi qu’a une dizaine d’autres
aglycones, les stérols et particulierement le cholestérol et le sitostérol sont également présents
dans la graine de fenugrec (Wichtl et Anton, 2003 ; Mehrafarin, 2011).

d. Composésphénoliques
La teneur en polyphénoles totaux de la graine de fenugrec varient entre 4mg et 60mg/g de la
graine séche (selon les conditions environnementales) (Bukhari et al., 2008 ; Pandey et
Awasthi, 2013 ; Abeed AL Mashkor, 2014); les flavonoides présentent également une bonne
partie des composés phénoliques dans la graine.
La graine de fenugrec a été 1’object de plusieurs études chromatographiques afin d’identifier
les différentes molécules de la graine. Plusieurs travaux ont montré que la graine de
Trigonella foenum-graecum contientdes flavonoides comme étant lecomposé phénolique le
plus abondant.L’apigénine, la lutéoline, le kaemphérole et la Quercitine présentent les classes
de flavonoides les plus majeurs dans la graine du Fenugrec (Kenny et al., 2013; Benayad et
al., 2014; Kadaikunnan et al,. 2015; Keskes et al., 2018).
Par I'entremise de la separation chromatographique par HPLC lié a la spectrometrie de masse
(LC-MS), Benayad et al. (2014) ont pu identifier 28 composés phénoliques regroupés en

flavones di-C-glycosides, flavonol O-di-glycosides, flavones tri- et tétra O- ou C-glycosides et
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des flavonesacylées en O-, C-glycosides, La plupart des flavones identifiés étaient des dérivés
de I'apigénine et de la lutéoline, alors que seuls deux flavonoles des glycosides de kaempférol,
ont été détectés. Farag et al. (2016) ont pu identifier 22 C- ,O-flavonoide et 2 acides
phénoliques dans un extrait phénolique des graines de fenugrec en utilisant ’HPLC-MS. Ces
flavonoides sont majoritairement des O-C-glycosides dont la partie aglycone est soit une
apigénine ou unelutéoline. Dans une autre étude menée par Keskes et al. (2018), I’analyse de
I’extrait méthanolique des graines de fenugrec par HPLC-MS a révélé la présence de 3
flavones C-glucosides dont la partie aglycone est une apigénine ou une lutéoline.

e. Utilisations médicinales
Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été attribués a la consommation de fenugrec. Ces
effets ont été mis en évidence lors d’essais effectués chez certains animaux.
Activité antioxydante : Les extraits de graines de fenugrec montrent une forte activité anti-
radicalaire par piégeage du radical DPPH (Bukhari, 2008 ; Madhava Naidu et al., 2011,
Abeed ALMashkor, 2014), et il semble que cette activité est a 1’origine des qualités
thérapeutiques de la plante (Marzouk et al., 2013). La propriété antioxydante de la plante a
été attribuée a la présence de nombreux produits phytochimiques actifs, comme les
flavonoides, les stérols végétaux, les vitamines, les coumarines, les caroténoides, la lignine et
la saponine. Cependant, les composés phénoliques ont eu la plus forte contribution dans cet
effet (Pak 2008).Plusieurs études cliniques ont montré que les radicaux libres qui induisent un
stress oxydatif sont a 1’origine d’une grande variété de maladies (Shirzad et al., 2011;
Baradaranet al., 2013; Nasri, 2013; Bahmani et Rafieian-Kopaei, 2014).
Activite antimicrobienne : Les graines du fenugrec possedent une forte activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Khanra et al., 2010), et
contre Vibrio vulnificus et Micrococcus luteus (Asimi et al., 2013). Dharajiya et al., (2016)

ont montré que les feuilles de fenugrec possédent une forte capacité inhibitrice contre Serratia
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marcescens, bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Cette capacité
antimicrobienne a été attribuée a la présence de nombreuses molécules bioactives, comme les
flavonoides, les stérols végétaux, les coumarines, les terpénoides, les caroténoides, la lignine
et la saponine.

Activite antidiabétique : Des essais preliminaires sur des animaux et des humains suggerent
des propriétés hypoglycémiques possibles de la poudre de graines de fenugrec prise par voie
orale. La graine de fenugrec est bien connue pour étre utilisée comme remede antidiabétique
(Raju et al., 2001 ; Khalki et al., 2010). Hannan et al., (2006), ont montré I’efficacité de la
poudre des graines de Trigonella dans le contrdle glycémique chez des rats diabétiques de
type 1 et de type 2. Chez I’homme, Gupta et al., (2001), ont montré que le taux du glucose
dans le sang d’individus soufrant du diabéte de type 2, diminue significativement en recevant
une dose journaliére d’un extrait hydroalcoolique de graine de Trigonella pendant deux mois.
Cet effet antidiabétique de fenugrec est lié essentiellement a la présence du Galactomannane
par sa propriété visqueuse. Il a le potentiel de réduire 1’absorption intestinale de glucose et
donc joue un réle important dans le contréle de la glycémie (Srichamroen et al., 2008).
Activité  hypocholestérolémiques : La graine de fenugrec possede des effets
hypocholestérolémiques (Sharma et al., 1991; Sharma et al., 1996a; Sharma et al., 1996b).
Mathern et al. (2009) ont montré que le fenugrec baisse le taux du cholestérol sérique et le
taux de triglycérides et des lipoprotéines chez des patients atteints d'hypercholestérolémie.
Chez des rats soufrant d'obésité, I’introduction de fenugrec dans le régime alimentaire
diminue I'accumulation de triglycérides dans le foie, tandis que I'excrétion d'acide biliaire et
I'élimination du cholestérol augmente par I'administration de fenugrec (Rashmi et Rahul,
2011). Cela peut étre di a une réaction entre les acides biliaires et les dérivés du fenugrec,
essentiellement les saponines, ce qui provogue la formation de micelles qui jouent un réle trés

important pour I’absorption du tube digestif (Olaiya et Soetan, 2014).
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Activité anticarcinogéne : Des travaux ont montré que I’extrait de fenugrec posseéde une
forte Activité anti-carcinogéne par I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses
(Shabbeer et al., 2009). Bhatia et al. (2006) ont montré également que 1’extrait de fenugrec
posséde d’un effet protecteur et promoteur pour la thérapie complémentaire chez des patients
cancéreux sous I’intervention de la chimiothérapie.

Les Propriétés anticancéreuses de la graine de Trigonella sont dues a plusieurs molécules
bioactives présentes dans la plante, comme les flavonoides, les fibres et les saponines. Sur et
al. (2001) ont prouvé que les saponines, flavonoides et les fibres possedent un réle important
dans la diminution de l'activité de la B-glucuronidase ce qui empéche les agents cancérogenes
libres d'agir sur les colonocytes. De plus, la Diosgenine extraite de la graine de fenugrec est
utilisée comme matiére premiére pour la synthése d’hormones stéroides telles que la cortisone
et les progestérones potentiellement importantes dans le traitement du cancer (Aggarwal et
Shishodia, 2006).

3. Fenouil (Foeniculum vulgare)

Foeniculum vulgare Mill, communément appelé fenouil appartient a la Famille des
Apiaceaes, c’est une plante vivace a odeur aromatique. Elle est originaire du sud de 1'Europe
et de la région méditerranéenne, largement cultivée en Chine (Weiping et Baokang, 2004), en
Inde (Grieve, 1931) et au Maroc (Zrira, 2010, 2011; EIAzzouzi et Zidane 2015). Les jeunes
pousses, les feuilles et les fruits completement mdrs et séchés de Foeniculum vulgare Mill,
sont couramment utilisés dans la médecine traditionnelle. En tant que culture économique
importante, le fenouil a été utilisé et commercialisé pendant des siecles en raison de son
utilisation thérapeutique et culinaire. Le thé aux herbes de fenouil, y compris les infusions et
les thés instantanés contenant I'extrait de graine de fenouil, est un remede familial habituel
utilise pour le traitement d'une variété de symptdbmes des voies gastro-intestinales et

respiratoires dans certaines régions d'Europe et d'Asie (Raffo et al., 2011)
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a. Taxonomie de la plante

Régne : Plantae,

Division: Tracheophyta,
Subdivision: Spermatophytina,
Classe: Magnoliopsida,

Ordre: Apiales,

Famille: Apiaceae,

Genre: Foeniculum,

Espéce : Foeniculum vulgare, (Shamkant et al., 2014)

b. Description botanique

Le fenouil est une ancienne herbe saisonniére. Il est cultivé dans les champs et se développe
aussi bien a I’état sauvage. Foeniculum vulgare est une plante herbacée verticale, ramifiée,
avec un feuillage doux qui atteint jusqu'a deux métres de hauteur (Shamkant et al., 2014). Les
feuilles atteignent 40 cm de long; lls sont finement disséqués, avec les derniers segments
filiformes (filaires) d'environ 0,5 mm de largeur. Les fleurs dorées brillantes fleurissent en
juillet et en ao(t et aboutissent ensuite ala formation d’un fruit ovoide ayant3 a5 mm de
longueur et 1,5 a 2,0 mm de largeur. Les graines mdrissent a partir de septembre a octobre.
Cette plante peut se reproduire a partir de la couronne ou des fragments de racine, mais se

reproduit librement a partir de graines (Fig. 10).
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Figure 10 : Foeniculum vulgar Mill ; (a) : Feuilles, (b) : Fruit, (¢) Fruit mdr et séché

c. Composition biochimique

Foeniculum vulgare est I'une des plantes dont les feuilles et les graines peuvent étres
consommeés et utilisés pour des fins médicinales. Les feuilles de Foeniculum vulgare sont
largement utilisées en médecine traditionnelle contre un large éventail de maux en raison de
leur richesse en molécules a pouvoir thérapeutique (Barros et al., 2010; Kooti et al., 2015),
les feuilles de fenouil contiennent des vitamines et des minéraux tels que le calcium, le
potassium, le sodium, le fer, le phosphore, la thiamine, la riboflavine, la niacine et la vitamine
C (Miguel et al., 2010, Badgujar et al., 2014). Cependant, les graines de fenouil présentent la
partie la plus utilisé de la plante, la graine de fenouil contiennent 6,3% d'eau, 9,5% de
protéines, 10% de matiere grasse, 13,4% de minéraux, 18,5% de fibres et 42,3% de glucides
(Rather et al., 2012). La graine contient 10 & 12% d'huile fixe. L'huile obtenue a partir des
graines de fenouil contiennent environ 4% d'acide palmitique, 22% d'acide oléique, 14%
d'acide linoléique et 6% d'acide pétrocyclique (Ahmadi et al., 2007). La graine du fenouil

contient également une huile essentielle a un rendement d’environ 3% (Weiping et Baokang,
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2011) contenant le trans-anéthole (70,1%), 8% de fenshone et de limonéne a 5% (Salehi
2006) et le trans-anisole, I'estragole et le 1-octéne-3-olrespensable de 1’odeur des graines

(Diaz-Maroto et al., 2005; Mimica-Dukie et al., 2003).

d. Composés phénoliques

Foeniculum vulgare renferme une grande variété de composés phénoliques a savoir les
flavonoides, les tanins et les acides phénoliques tels que les dérivés de 1’acides
hydroxycinnamiques et les coumarines (Krizman et al., 2007; Rahimi et Ardekani, 2013).
L’analyse par HPLC de l'extrait aqueux des graines de fenouil a révélé la présence d’une
grande variété de molécules bioactives et en particulier des flavonoides O-glycosides et dont
la partie aglycone peut étre une quercétine, kaempferol, isoquecétine ou encore une
Isorhamnetin en plus des acides phenoliques tels que 1’acide cafféoylquinique, 1’acide
feruloylquinique, 1’acide gallique et I’acide p-hydroxybenzoique (Parejo et al., 2004, Dua et
al., 2013).

e. Utilisations médicinales

Plusieurs travaux ont confirmé I’effet bénéfique de Foeniculum vulgare sur la santé. La
graine et les feuilles présentent les parties de la plante les plus utilisées (Oktay et al.,

2003 ;Choi et Hwang, 2004 ; Scalbert et al, 2005).

Activité antioxydante : Le fenouil est connu comme une excellente source d'antioxydants
naturels. Cette plante peut inhiber les radicaux libres en raison de la teneur élevée en
polyphénols et flavonoides. Les composes phénoliques dans cette herbe tels que I'acide
cafféoylquinique, l'acide rosmarinique, I'eriodictyle-7-orutinoside, la quercétine-3-O-
galactoside, le kaempferol-3-O-glucoside ont montré une forte activité antioxydante. L'huile
volatile de fenouil a également une forte activité antioxydante (Parejo et al., 2004 ; Scalbert et

al., 2005 ;Diaz-Maroto et al., 2005). Scalbert et al. (2005) ont testé des extraits aqueux et
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méthanoliques de graines de fenouil pour leur capacité antioxydante totale (TAC) ; Cette
étude a montré que les extraits de fenouil pourraient inhiber- in vitro- les radicaux libres et
agir comme un antioxydant primaire. L'activité antioxydante des extraits aqueux et
éthanoliques de graines de fenouil a été évaluée en utilisant une variété de méthodes, Ces
extraits de fenouil ont été comparées a des antioxydants standard tels que
I'nydroxyanisolebutylé (BHA), I'hydroxytoluénebutylé (BHT) et le tocophérol. 1l s’est avéré

que la graine de fenouil est une source potentielle d'antioxydants naturels (Oktay et al., 2003).

Activité antimicrobienne : Le fenouil est largement utilisé pour le traitement des maladies
infectieuses bactériennes, mycobactériennes, fongiques, virales et (Dusko et al., 2006). Dans
une étude menée par Parejo et al. (2004), I'extrait aqueux de fenouil a montré une capacité
bactéricide contre une variété de bactéries Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium et
Shigella flexneri. L'extrait de graines de fenouil posséde également une activité antifongique
contre diverses especes fongiques telles que Candida albicans, les espéces d'Aspergillus, les
dermatophytes et Aspergillus niger et Fusarium oxysporum (Rahimi et Ardekani, 2013,
Badgujar et al., 2014). En général, I’activité antimicrobienne du fenouil est due a des
composés tels que I'acide linoléique, l'undecanal, le 1, 3-benzenediol, I'acide oléique et le 2,4-
un décadienal et a la 5-hydroxy-furano coumarine qui joue un réle important dans l'activité

antibactérienne de cette plante (Esquivel-Ferrifio et al., 2012).

Activité antidiabétique : Pour évaluer I'effet du fenouil sur la réduction du sucre sanguin,
une étude a été menée par El-Soud et al., (2011) sur des rats diabétiques. Les résultats ont
montré que l'extrait de graine de fenouil améliore I'hyperglycémie chez les rats
diabétiques.Une étude similaire a étudié le rdle de l'extrait aqueux de du fenouil dans
I'abaissement du taux de sucre dans le sang et des activités antidiabétiques. Les résultats ont

montré que l'extrait pourrait étre utile pour le controle de la glycémie chez les patients

39



diabétiques et, en plus, leur utilisation quotidienne pourrait étre efficace pour réduire les
complications chroniques associées au diabete (Sushruta et al., 2007). On a signalé que
I'nuile essentielle de F. vulgare présentait une activité hypoglycémique chez les rats
diabétiques. L'ingestion d'huile essentielle de Foeniculum vulgare chez ces rats diabétiques a

pu corriger I'nyperglycémie (EI-Soud et al., 2011).

Activités cardio-vasculaire et anti-lipidique : L'étude de I'anti-cholestérol et I'effet
antiathérogéne de I'extrait méthanolique du fenouil a montré que le traitement avec I'extrait
réduisait significativement les taux de lipides plasmatiques. L’extrait de fenouil a réduit les
triglycérides dans le foie gras et a facilité le flux sanguin dans les arteres coronaires en
empéchant I'accumulation de dépdt gras dans les artéres. En raison des activités
hypolipidémiques et antiathérogénes, cette plante pourrait étre utilisée dans la lutte contre les
troubles cardiovasculaires (Oulmouden et al., 2011, 2014). L'injection intraveineuse de
I'extrait a également réduit de maniere significative la pression sanguine, (Abdul-Ghani et
Amin, 1988 ; El Bardai et al., 2001). L'extrait de fenouil agit également comme un agent

diurétique (El Bardai et al., 2001).
4. Roquette (Eruca sativa)

Eruca sativa, communément appelée Roquette est une espéce originaire de la région
méditerranéenne, du Maroc et du Portugal a I'Ouest au Liban et a la Turquie a I'Est (Zeven et
al,. 1982), elle appartient a la famille des Brassicaceae (Martinez-Sanchez et al.,2006). La
Roquette est actuellement cultivée dans plusieurs pays, tels que les Etats-Unis, le Royaume-
Uni, I'ltalie, I'Espagne, le Maroc, Israél, I'Inde et I'Australie (Bozokalfa et al., 2011). Les
feuilles présentent la partie communément consommée de la plante, elles sont caractérisées
par une saveur distinctive épicee et piquante. Les feuilles sont de plus en plus consommées

dans le monde entier, seules ou sous forme de plats mélangeées, les feuilles de la Roquette
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sont également utilisées pour des fins médicinales et thérapeutiques (Yaniv et al., 1998;
Mahran et al.,1991). Son utilisation traditionnelle comme astringent, diurétique, digestif,
émollient, tonique, dépuratif, laxatif, rubéfiant. Et stimulant a également été rapportée, il a été
également utilisé comme aphrodisiaque, pour le traitement de l'infection oculaire et pourles

troubles digestifs et rénaux (Bajilan et Al-nageeb, 2011).

a. Taxonomie de la plante

Régne: Plantae

Superdivision: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta

Classe: Magniliopsida

Ordre: Brassilcales

Famille: Brassicaceae

Genre: Eruca

Espeéce: Eruca sativa (Sarfaraz et al., 2016)

b. Description botanique

Eruca sativa (Rocket) est une plante cultivée, caractérisée par une odeur inhabituelle. Sa tige
est dressée, simple, parfois ramifiée (Jafri, 1973). Les feuilles posées vers la base sont
pétiolées, tandis que les supérieures sont comparativement sessiles. Toutes les feuilles sont
épinees et rarement pinées, avec un lobe terminal long qui est grossierement lobé (Miyazawa
et al., 2002). Le raceme porte des entre 15 et 50 fleurs de couleur jaune pale ou blanchatre et
atteignent entre 1,5-2,0 cm de largeur; Il y a quatre sépales poilus, marron et des fois violet.
Les graines sont de 1,5 a 2 mm de largeur, jaune-brun ou rouge, sphériques ou ovoides se

posent en deux rangées dans chaque cellule (Miyazawa et al., 2002) (Fig. 11).
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(b)

Figure 11 : Eruca Sativa ; (2) : Plante entiere, (b) : Feuilles, (c) Fleurs.

c. Composition biochimique

La graine d’E. Sativa contienne 29 % des protéines brutes, 27% d’une huile fixe 6%
d’humidité, 3% de glucides, 2% des cendres et des fibres avec un pourcentage de 1% (Gulfraz
et al., 2011). La graine renferme égalementdes acides gras comme l'acide palmitique, l'acide
stéarique et [l'acide linoléique (Ugur et al., 2010; Bhandari et Chandel, 1996). Les
glucosinolates font aussi partie du profile phytochimique d’E. Sativa en tant que composé
soufré caractéristique de cette plante responsable de son godt piquant et principalement
synthétisés par la plante dans le cadre d'un mécanisme de défense contre les prédateurs

d'insectes (Aggarwal et Shishodia et al., 2006).
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Lesglucosinolates (GLS) représentent les composés majoritaires des feuilles de la Roquette.
Trois types de GLS sont connus, 4-methylthiobutylglucosinolate,4-
mercaptobutylglucosinolateet methylsulfinylbutylglucosinolate (Bennett et al., 2002). Les
feuilles de la Roquette contiennent également des acides gras : 1’acide Hexanoique, 1’acide
Heptanoique, 1’acide Octanoique et 1’acide Nonanoique (Blazevi¢ et Masteli¢, 2008). Les
graines d’Eruca sativa referme également des teneurs importantes en alcaloides, en

glycosides cardiaques et des saponines (Gulfraz et al., 2011; Hussein et al.,2013).

Des travaux ont montré que les feuilles d’E. Sativa renferment également une huile essentielle
avec un rendement de 0.07% dont les composés majoritaires sont le 4-Methylthiobutyl
isothiocyanate (Erucin) (60%), I’isophytol (3%) et le 5-Methylthiopentyl isothiocyanate (1%)

(Miyazawa et al., 2002, Marwat et al., 2016).

d. Composeés phénoliques

Les études sur la composition phytochimique des feuilles et des graines de E. sativa révelent
la présence de nombreux molécules bioactives, des composés phénoliques en particulier des
flavonoides (Michael et al., 2011). Dans la graines, les composés phénoliques sont
représentés en général par des flavonoides est plus précisément le kaempferole, la quercetine
et I’isorhamnetine (Michael et al., 2011, Bennett et al., 2006) des Benzaldehyde, 2-
Phenylacetaldehyde, Methyl salicylate et la Vanilline, (Blazevi¢ et Masteli¢, 2008). Les
feuilles d’E. Sativa présente également une source de composes phénoliques, Alruwaih et
Yaylayan (2017) ont montré que les feuilles de la Roquette sont riches en flavonoides, et en

particulier le kaempferole, la Quercitine et 1’isorhamnetine.
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e. Utilisations médicinales

Les feuilles et la graine d’E. Sativa sont toutes les deux douées de plusieurs propriétés
pharmaceutiques en raison des différentes molécules bioactives qu’ils renferment telles que

les composés phénoliques, les vitamines, les acides gras et les huiles fixes et essentielles.

Activité antioxydante : L'extrait d’E. Sativa possede un effet antioxydant puissant, en raison
de la présence de beaucoup de composeés phytochimiques biologiquement actifs comme les
GSH les flavonoides, la vitamine C, vitamine K, la vitamine A et beaucoup d’autres
composés connus par leurs capacité antioxydante (Heimler et al., 2007, Pasini et al., 2012).
L’extrait d’E. Sativa s’est montré efficace pour 1’¢limination des espéces réactives d'oxygene
(ROS), (Sarwar et al., 2007, Algasoumi et al., 2009). Heimler, et al. (2007) ont montré que
I’extrait éthanolique des feuilles d ’Eruca sativa avait un effet antioxydant puissant contre les
radicaux libres ainsi qu’une capacité de chélation des ions Fe?* importante, en raison des
composé phénoliques présentes dans I’extrait. La capacité antioxydante d’E. Sativa s’est
montré également responsable de 1’effet protecteur de la plante contre le cancer et la

dégénérescence maculaire (Sarfaraz et al., 2016).

Activité antimicrobienne : Plusieurs travaux ont montré activité d’E. Sativa contre
différent espéces du monde microbien. Une étude a été menée pour évaluer l'activité
antimicrobienne des graines d'E. Sativa, I'extrait d'eau brute a montré une inhibition
significative contre certaines souches fongiques comme Spadicoides stoveri et Paecilomyces
variotii. L'extrait méthanolique des graines a montré une activité antibactérienne contre
Enterobacter agglumerans et Hafnia alvei. On a également constate qu'il était efficace contre
Penicillium funiculosum (Rani et al., 2010).D’autres travaux ont montré 1’effet antibactérien
de T’huile issue des graines d’E. Sativa contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomoms aeruginosa, Shigella flexneri,
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Salmonella typhi, et Klebsiella pneumonia a des concentrations trés faibles (50-70 pg/ml) en
comparaison avec des antibiotiques de référence (Khoobchandani et al., 2010 ; Gulfraz et al.,
2011). La capacité d’inhibition microbienne de la plante est généralement attribuée a la
présence de nombreuses molécules bioactives, comme les flavonoides, les glutathions, les

stérols végétaux, les coumarines, les terpéenoides, les caroténoides, la lignine et la saponine.

Activité pesticide : Des travaux ont montré 1’effet pesticide d’E. Sativa contre certains des
parasites ravageurs et mauvaises herbes. Messiha et al. (2013) a prouvé que I’incorporation de
la poudre des graines d’E. Sativa a des concentrations entre 0 et 70g/kg dans le sol a pu lutter
contre les mauvaises herbes qui poussaient dans une culture de Mais et les graines d’E. Sativa
ont montré un effet herbicide significatif. L’extrait d’E. Sativa mélangé avec un engrais a
montré un grand potentiel pour lutter contre les nématodes parasitaires des végétaux, la
Roquette est a la fois un fumier vert (il contient des produits chimiques a forte activité biocide
qui imitent les fumigeant synthétiques) et une culture de piégeage de nématodes (les
nématodes sont attirés par les racines de Roquette, et ne peuvent grandir et se multiplier)
(Riga et al.,2006). L'utilisation de la roquette dans le contr6le biologique a également été
mentionnée dans la littérature du 13éme siécle, les semences d’E. Sativa ont été semées avec

d'autres Iégumes pour inhiber le développement de certain ravageurs (Yaniv, 1996).
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Chapitre I

Materiel et Méthodes



I Parametres morphologiques et biochimiques

1. Germination des graines et conditions de culture des plantes

Les graines du Fenugrec (Trigonella foenum-graecum), de la Roquette (Eruca sativa) et du
Fenouil (Foeniculum vulgar) sont semées dans des pots contenant 1 kg de substrat composé
de sable / vermiculite (3: 1); dans une serre semi-contr6lée a une température allant de 18 ° C
a 26 ° C le jour. Deux semaines apres le semis, les pots sont en deux lots en raison de trois
répétitions par traitement. Les plantes témoins sont irriguées avec une solution nutritive
compléte de Hoagland et Arnon (1950) modifiée contenant 1 mol.m= de soufre, tandis que les
plantes destinées a une alimentation pauvre en soufre recoivent une solution nutritive
contenant I'équivalent de 0.05 mol.m 2 de soufre (Tableau 3). Les pots sont arrosés a 90% de
la capacité au champ avec une solution nutritive et de I'eau du robinet en cas de besoin pour
maintenir la stabilité de la conductivité du milieu et les concentrations requises de soufre dans
les deux lots. L'effet de la privation en soufre est analysé a la fin de la période de traitement.
Les plantes sont récoltées au stade reproducteur (90 jours pour Fenugrec, 120 jours pour

Fenouil et 60 jours pour la Roquette).

Tableau 3 : Concentrations d'oligo-éléments et des macro-éléments en (mM) dans les solutions nutritives.
C: plantes témoins; -S: plantes carencées

Elements | o\ | N | s | Mg | Mn | cu | zn | c | Mo | cal Fe| B
nutritifs

C 1| 4 | 3 |1005| 1 | 0,003 0,0008 | 0,002 | 2,002 | 0,0001 | 1,05 | 0,03 | 0,01
°s 1| 4 | 3 ] 005 1 |0003]00008]| 0002|2002 | 0,0001] 1,05 | 0,03 0,01

2. Détermination de la biomasse et des parameétres morphologiques
Les plantes récoltées sont séparées en feuilles, tiges et racines. La matiére seéche de la plante
est obtenue apres séchage a 80°C pendant 48h. La surface foliaire totale est mesurée en

utilisant la méthode gravimétrique (Ross et Koppel, 2000). Les autres parameétres: Ratio partie
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aerienne/partie racinaire(R/S), la surface foliaire massique (LAR), la surface foliaire
specifique (SLA) et le poids foliaire spécifique (LWR) sont calculés comme suit:

R/S = biomasse seche de la partie racinaire/biomasse des feuilles.

LAR = surface foliaire /biomasse de la plante entiére.

SLA = surface foliaire /biomasse des feuilles.

LWR = poids foliaire /biomasse de la plante entiére.

3. Détermination de la teneur des feuilles en sulfate et en soufre total
Le matériel végétal est soigneusement lavé avec I'eau du robinet, puis avec de I'eau distillée.
Les ions sulfates des feuilles sont extraits par ébullition du tissu frais dans de I'eau tandis que
la teneur totale en soufre des feuillesest déterminée par digestion acide de 50 mg de matiére
séche dans HNOz et HCIO4 (85:15; v/v). Le volume du digestat constituant 1’extrait est
ajusté a 20ml avec ’cau distillée (Zhao et al. 1994). Le soufre est ensuite dosé par 1’ajout de
5ml de I’extrait @ 2ml d’une solution tampon (A) contenant 3%de chlorure de magnésium
(MgCly, 6H20), 0,5% d’acétate de sodium (CH3COONa, 3H20), 0,1% de nitrate de potassium
(KNO3) et 2ml d’acide acétique (CH3COOH, 99%). Aprés agitation au vortex, 15mg de
chlorure de Barium (BaCl) sont ensuite ajoutés et I'absorbance de la solution est mesurée a
430 nm contre un blanc. La teneur en soufre est exprimée en (mg) sulfate par gramme (g) du
poids de la matiére séche. (Bardsley et Lancaster, 1960, Astolfi et Zuchi, 2013).

4. Dosage des pigments chlorophylliens
La chlorophylle est extraite a partir de 30 mg de feuilles fraiches immergées dans 4 ml de
Diméthylsulfoxyde (DMSO) et incubés pendant 30 min a l'obscurité a 65°C. Apres
centrifugation, I'absorbance de I'extrait est mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a 663 et
645 nm. Les concentrations de la chlorophylle a, de la chlorophylle b et de la chlorophylle

totale sont calculéees selon les formules suivantes (Arnon 1949; Hiscox et Israelstam, 1979) :

Chla (g/l) =0, 0127*A 663 - 0, 00269 *A 645

48



Chl b (g/l) = 0,0229* A 645 - 0,00468*A 663
Chl Tot (g/l) = 0,0202*A64 + 0,00802*A 663

5. Teneur en proteéines solubles
La concentration en protéines solubles totales est déterminée selon la méthode de Lowry
(Lowry et al. 1951). 200 mg de matériel frais sont broyés dans 5 ml de tampon phosphate de
sodium (0,5 mM, pH 7,5). Apres centrifugation a 3500 tr/min pendant 10 minutes, le
surnageant est ensuite utilisé pour la détermination des protéines solubles totales en ajoutant a
200ul de I’extrait 2ml de réactif de Lowry et 200ul de réactif de Folin 50%. Aprés 10min,
I’absorbance de la solution est déterminée a une longueur d’onde de 750nm. La concentration
en protéines solubles totales est exprimée en (ug) équivalent de BSA (sérum albumine
bovine) par (g) de matiére seche.

6. Dosage des sucres solubles totaux
La concentration en sucres solubles totaux est déterminée selon la méthode décrite par Grandy
et al. (2000). 100 mg de matériel frais sont broyés dans 4 ml d'éthanol (80%). Le mélange est
placé dans un bain marie a 80° C pendant 30 min puis centrifugé a 4500 tr/min pendant 10
min. Les sucres solubles totaux sont déterminés a 1’aide du réactif anthrone (anthrone 0,2%
wi/v) fraichement préparé dans l'acide sulfurique (75%). L'absorbance est immédiatement lue
a 625 nm puis converti en équivalent glucose (mg.mol) en utilisant une courbe d'étalonnage

dont les concentrations varient de 20 a 400 pg.ml™,
7. Dosage des acides aminés libres

L’extraction des acides aminés est réalisée selon la méthode de Barber et al., (1997). 100 mg
de matiére fraiche broyée dans 2 ml de tampon phosphate de sodium (0,5 mM, pH 7,5) et 2 ml
d'éthanol (80%) sont incubés & 80° C pendant 30 minutes. Aprés 1’ajout de 2 ml d'éthanol

(50%), I'ensemble est centrifugé a 5000 tr/min pendant 10 min. Le surnageant est ensuite
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évaporeé et le résidu sec est repris dans 500 ul d'eau distillée. Le dosage des acides aminés est
effectué en ajoutant 1 ml du réactif de ninhydrine fraichement préparé (Rosen, 1957) & 100 pl
d'extrait dilué 5 fois. Les tubes a essai sont ensuite incubés pendant 20 minutes dans un bain
marie bouillant et la réaction est arrétée par refroidissement rapide dans de I'eau froide.
L'absorbance est ensuite lue & 625 nm. Une courbe d’étalonnage est préparée de la méme

maniere que les échantillons avec des solutions standard de proline.
8. Mesure de ’activité nitrate réductase

La mesure de I’activité nitrate réductase est effectuée selon la méthode de Jaworski (1971) par
le dosage des ions nitrites dans un milieu d’incubation composé de 50ml de Tampon
phosphate, 1,5ml de propanol et 0,75 g de KNOs. 200 mg de la matiere végétale (feuilles ou
racines) sont incubés dans le milieu d’incubation pendant 45min & une température de 30°C.
L’extrait contenant les nitrites issues de la réduction des nitrates présents dans le milieu
d’incubation par 1’action de la nitrate réductase du matériel végétal est récupéré puis le dosage

des nitrites est effectué par I’ajout de:

> Griess 1 : 0,25g d’acide sulfanilique dissous dans 15 ml d’eau distillée, 25 ml d’acide
acétique sont ajoutés puis le tout est ajusté a 50ml avec 1’eau distillée.
> Griess 2: 0,1 g de a-naphtylamine dissous dans 25ml d’acide acétique, et le volume

est ajustéa 50ml avec 1’eau distillée.

La densité optique est lue a 520nm par spectrophotométrie d’absorption, et convertie en
équivalent de nitrites (umole) grace a une courbe d'étalonnage établie avec une solution meére

de NaNO:.

9. Détermination des éléments minéraux

La composition minérale des feuilles et des racines est déterminée par digestion de 50 mg de

matiére seche dans un mélange d'acide nitriqgue (HNO3) et d'acide perchlorique (HCIO4) (85 :
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15) & 120°C. La solution de digestion est ajustée a 10 ml avec de I'eau distillée. Les éléments
minéraux: calcium (Ca), potassium (K), magnésium (Mg) et molybdéne (Mo) sont déterminés

par spectroscopie d'émission atomique a plasma a couplage inductif (ICP-AES).

I Qualité phytochimique et activités biologiques

1. Germination des graines et conditions de culture des plantes

Les graines de chaque plante (Fenugrec, Fenouil et Roquette) ont été semées dans les mémes
conditions décrites précédemment (paragraphe 1.1). La récolte des graines a été réalisée au
stade mature apres 180 jours de croissance pour le fenugrec et aprés 195 jours pour le fenouil,

alors que la récolte des feuilles de la roquette a été réalisée apres 60 jours de croissance.

2. Détermination des sulfates et du soufre totale dans les graines

A prés minéralisation des graines selon la méthode de (Zaho et al. 1994), la détermination du
soufre totale dans la graine est effectuée par la méme méthode décrite auparavant (paragraphe
1.3) (Bardsley et Lancaster, 1960, Astolfi et Zuchi, 2013).
3. Extraction hydro-méthanolique

Les graines du fenugrec et du fenouil et les feuilles de la roquette ont fait 1’objet d’une
extraction hydro-méthanolique selon la méthode de Hayouni et al. (2007) légérement
modifiée. 10g de la matiére vegétale seche broyés en poudre et mélangés avec 100 ml de
méthanol a 80% sont macérés a froid pendant six heures. Les extraits sont filtrés a travers du
papier Whatman 5 et le résidu est ré-extrait deux fois dans les mémes conditions pour assurer
une extraction complete. Les extraits sont ensuite évaporés a sec a 50°C par un évaporateur
rotatif. Les extraits sont placés ensuite dans une bouteille ambrée et conservés a -8°C jusqu'a

analyse ultérieure.
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4. Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux (CPT)

La teneur en polyphénols dans les extraits méthanoliques est déterminée par
spectrophotométrie suivant la méthode de Folin-Ciocalteu décrite précedemment par
Ribereau-Gayon (1972) avec des modifications mineures. 200 ul de la dilution appropriée de
I'extrait sont oxydés avec 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu, puis le mélange réactionnel est
neutralisé avec 2 ml de carbonate de sodium a 5% (w/v). Apres 2 heures d'incubation a
I'obscurité & température ambiante, I'absorbance de la couleur bleue résultante est mesurée a
750 nm (spectrophotométre VWR UV-6300PC). L'acide gallique est utilisé pour établirune
courbe d'étalonnage. La teneur en composés phénoliquesestestimée en mg équivalent d'acide

gallique /g de matiere seche.

5. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides des extraitsest réalisée selon la méthode d’Ordonez et al.
(2006) avec quelques modifications. Brievement, 0,1 ml d'AlClz (10%) et 0.1 ml d'acétate de
sodium sont ajoutés a 0.5 ml d'extrait méthanolique. Aprés 1 heure d'incubation a température
ambiante, I'absorbance est mesurée a 415 nm (spectrophotométre VWR UV-6300PC), puis la
teneur totale en flavonoides est calculée en mg équivalent de Quercitine/ g de matiere seche

pris comme référence pour établir la courbe d’étalonnage.

6. Determination des tanins condensés

Pour le dosage des tanins condensés on s’est basé sur la méthode décrite par Ribereau-Gayon
et Stonestreet (1966). Apres hydrolyse acide les tanins se transformesen anthocyanes, ces
derniéres sont quantifiées par mesure de I'absorbance a 550 nm dans deux essaies, un D1 non
hydrolysé et un D2 hydrolysé. La concentration totale de tanins est exprimée en g/L par

référence a 1’équation suivante : Tanins (g/L)= (D2-D2)*19,33. Puis converti en pug/g(MS).
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7. ldentification chromatographiques des composés flavonoides

a. Fractionnement des flavonoides

Le protocole d’extraction des fractions flavonoides a été réalisé selon la méthode de Bekkara et al.

(1998) avec quelques modifications (Fig.12).

Matériel végétal
(309)

A

Evaporation a sec/ addition d’eau (20ml) +chloroforme (20ml)

v

Extraction dans 100ml méthanol

!

!

Phase chloroforme

Phase aqueuse

Fraction 1

Figure 12 : Protocole de fractionnement des flavonoides par solvants organiques.

Les trois fractions ont été recuperées dans le méthanol apres évaporation du solvant

organique.

Phase éther

Phase aqueuse

Addition de acétate d’éthyle (20ml)

!

A 4

Addition de I’Ether di-éthylique (20ml)

Phase acétate
d’éthyle

Phase aqueuse

Addition du n-butanol (20ml)

l

l
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Phase N-butanol

Phase aqueuse
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b. Analyses des fractions flavonoides par HPLC/DAD/MS

L’identification des composés flavonoides des trois fractions est déterminée a l'aide d'un
chromatographe doté d'un déetecteur DAD. La colonne est couplée a un spectrometre de masse
a ionisation Electrospray (ESI). Un volume de 10ul de chaque fraction solubilisée dans le
méthanol est injecté sur une colonne inverse C18 en utilisant une phase mobile & gradient
constituée de I’eau (A) et I’acétonitrile (B), la détection des molécules flavonoides est réalisée

a des longueurs d’onde de 280-320-340-360 nm.

8. Mesure de ’activité antioxydante par la méthode DPPH

a. Principe

Le composé chimique 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) possede un électron non
apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical
ne forment pas des dimeéres et restent dans leur forme monomere relativement stable a
température ordinaire, la délocalisation provoque aussi la couleur bleue violette bien
caractéristique de la solution de DPPH. La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en
mesurant la diminution de la coloration bleue due a une recombinaison des radicaux DPPH,
mesurable par spectrophotométrie entre 515-518 nm (Popovici et al., 2009). En présence des
piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl- 1- picrylhydrazyle) de couleur violette se

réduit en 2,2 diphényl -1- picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006 )

b. Mode opératoire

Afin d'évaluer le potentiel antioxydant des extraits par piégeage des radicaux libres, nous
avons mesuré la modification de la densité optique du DPPH selon la méthode de Manzocco
et al. (1998) avec des modifications mineures. Les concentrations appropriées des extraits et
de I’acide ascorbique comme antioxydant de référence (0,1mg/ml ; 0,5mg/ml et 1mg/ml) sont

ajoutées a 0,5 ml de la solution de DPPH (0,5 mM), le tube témoin est préparé en utilisant la
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solution méthanolique du DPPH. Aprés 30 min, lI'absorbance est mesurée & 517 nm. Le

pourcentage de piégeage des radicaux DPPH est calculé en utilisant I'équation ci-dessous:

% d'inhibition du radical DPPH = [(Ac - Ae) / Ac)] * 100

Avec Ac: Absorbance du contrdle et Ae: Absorbance de I'extrait.

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH est ensuite utilisé pour calculer 1Csp.

9. Mesure de ’activité antioxydante par le test Phosphomolybdate

a. Principe

Le test Phosphomolybdate ou la capacité antioxydante totale est une méthode spectroscopique
pour la détermination quantitative de la capacité antioxydante a travers la formation du
complexe phosphomolybdene. Le test est basé sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) par
I'échantillon testé et la formation subséquente d'un complexe phosphate-Mo (V) vert a un pH

acide.

b. Mode opératoire

La détermination de la capacité antioxydante totale est réalisée selon la méthode décrite par
Prieto et al. (1999). 0.1 ml de la solution d'extrait est combiné avec 1 ml de réactif (acide
sulfurique 0,6M, phosphate dusodium 28 mM et molybdate d'ammonium 4 mM). Le tube
bouché est ensuite incubé dans un bain deau a 95°C pendant 90 minutes. Apres
refroidissement a température ambiante, I'absorbance de la solution aqueuse est mesurée a
695 nm. Le blanc contenant 1 ml de la solution du réactif et le volume approprié d'méthanol
est fraichement préparé. La capacité antioxydante est exprimée en équivalents d'acide

ascorbique.
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10. Evaluation de I’activité antibactérienne
a. Test de ’activité antibactérienne
Les especes bactériennes utilisées dans cette étude sont: Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC25922, Enterococcus faecalis ATCC51299, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853. Ces organismes ont été maintenus sur milieu LB gélosé (Lysogeny Broth).
La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits contre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa est étudiée selon la
méthode de micro-dilution en utilisant des micro-plaques a 96 puits (Tian et al., 2014, Barkai
et al., 2017). Le milieu LB est distribué dans les puits de la microplaque. Les extraits sont
préparés dans une solution de DMSO a 20%puis dilués successivement d’un puits a I’autre a
des concentrations comprises entre 400 et 0,390 mg/ml pour le Fenugrec et entre 600 et 0.976
mg/ml pour le fenouil et la roquette. Le témoin est composé par le DMSO stérile, ensuite, un
volume de 50 pl de la suspension bactérienne (concentrée a 106-108 UFC/ ml) est ajouté dans
chaque puits (la suspension bactérienne a été normalisée en utilisant un étalon 0,5 Mc
Farland). La CMI est définie comme la concentration la plus faible sans croissance visible de
la souche étudiée. Elle est déterminée aprés incubation pendant 24 h a 37°C par ’ajout de
la résazurine qui passe de la couleur bleue au rose suite a un métabolisme bactérien actif.

Toutes les expériences sont répétées trois fois.

Il Analyses statistiques

L'analyse statistique de tous les résultats obtenusest réalisée a l'aide de SYSTAT 12. Les
données sont soumises a une analyse de variance a un facteur (ANOVA) afin de déterminer
les différences significatives entre les traitements. Les résultats sont considérés comme

significatifs a P <0,05.
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Chapitre 111

Reésultats



| Etude de D’effet de la carence en soufre sur la morphologie de : Trigonella foenum-
graecum, Foeniculum vulgar et Eruca sativa
1. Production en biomasse

Dans les plantes témoins, la biomasse séche des plantes atteint 420 mg/plante, 6,5 g/plante et
249 mg/plante respectivement pour Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et
Eruca sativa suites a I’application de la privation en soufre. Un effet inhibiteur de la
croissance globale est observé aprés l'exposition des trois plantes a une nutrition minérale
pauvre en soufre, en effet, la biomasse totale des trois plantes chute significativement de
32%, 29% et 83% respectivement pour Trigonella, Foeniculum et Eruca (P<0.05) (fig. 13A,

14A et 15A).

Chez Trigonella foenum-graecum, l'analyse des différents organes de la plante montre une
différence significative entre les plantes témoins et les plantes S-déficientes, a la fois dans la
partie racinaire et dans la partie aérienne. Toutefois, il est interessant de noter que I'effet de la
privation en S sur la production de biomasse est plus marqué dans les feuilles, et dans une
moindre mesure, dans les racines et les tiges. En comparaison avec les plantes témoins, les
plantes S-déficientes présentent des diminutions dans la production de biomasse
respectivement de 61% et de 25% dans les feuilles et les tiges (fig. 13B et 13C). Ces
différences enregistrées dans les deux organes de la partie aérienne sont significatives selon
I'analyse statistique réalisée (P <0,05). En outre, la carence en soufre révéle un effet senificatif
sur la croissance de la partie racinaire, une diminution significative de 22% a été enregistrée
chez les plantes S-déficientes (P <0,05), en comparaison avec le témoin (fig. 13D).
Néanmoins aucun effet n’est observé quand a la repartition de la biomasse chez les racines
latérales et la racine pivotante. Quelle que soit la concentration des sulfates dans le milieu (1
ou 0,05 mol.m™), les racines latérales constituent la majeure partie des racines. Chez

Trigonella foenum-graecum aucun changement n’est enregistré dans le ratio Pivot / Racines
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latérales (Données non présentées). Comparativement aux plantes témoins, la matiere seche

de la racine pivotante et des racines latérales diminue significativement de 63% et de 16,6%,

respectivement (fig. 13E et 13F).
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Figure 13: Effet de la carence en soufre sur la production en biomasse de Trigonella foenum-
graecum : de la plante entiére (A), feuilles (B), tiges (C), racines totales (D), racines pivotantes (E) et
racines latérales (F). Témoin: solution nutritive compléte (Imol.m= de S); S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de n = 3.
Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS: Matiére
séche.

Chez Foeniculum vulgare, I'analyse des différentes parties de la plante montre des différences
significatives entre les plantes témoins et les S-déficientes. Des diminutions significatives de
la matiére séche d’environ 32% et 21%, sont enregistrées respectivement au niveau des

parties aériennes et racinaires en comparaison avec le témoin (fig.14B et 14C). L'analyse de la
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production en biomasse des racines montre que la racine pivotante est plus affectée par la
carence en soufre par apport aux racines latérales. Comparativement au témoin, la matiére
séche des racines pivotantes et des racines latérales diminue significativement de 24% et 15%,
respectivement (fig.14D et 14E). La différence de la réponse a la déficience en S entre les
parties aériennes et racinaires est plus nette dans le rapport R/S. Ce paramétre est plus élevé
chez les plantes S-déficientes que chez les plantes témoins, passant de 0,357 a 0,417 chez

plantes S-suffisantes (p <0,05), (fig.14F).
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Figure 14: Effet de la carence en soufre sur la production en biomasse de Foeniculum vulgare: plante
entiére (A), partie aérienne (B), racines totales (C), racines pivotantes (D), racines latérales (E) et ratio
Racine/partie aérienne (F). Témoin: solution nutritive compléte (Imol.m= de S); S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de n = 3.
Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS: Matiére
séche.

Chez Eruca sativa, L'analyse des différents organes de la plante montre que la carence en

soufre a un effet significatif sur, a la fois la partie aérienne et la partie racinaire. On remarque
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que l'effet de la déficience en S est relativement plus prononcé dans les feuilles que dans les
racines. En comparaison avec le témoin, la privation en S provoque une diminution de 54,5%
et de 52% (p <0,05) respectivement dans les feuilles et les racines (fig.15B et 15C). L'effet de
la privation en soufre sur la tige n'est pas significatif selon le test statistique (p> 0,05) (fig.15
D). En ce qui concerne la partie souterraine de la plante, il a été remarqué que la faible
disponibilité du soufre dans le milieu a un effet remarquable & la fois sur les racines latérales
et sur le pivot, ceci par comparaison avec les plantes témoins (p <0,05).Toutefois, les racines
latérales sont relativement plus affectées que la racine pivotante avec des diminutions

respectives de 77,7% et de 72,7% par rapport aux témoins (fig.15E et 15F).
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2. Morphologie et distribution de la biomasse au sein de la plante
La réduction de la nutrition en soufre affecte significativement la distribution de la biomasse
au sein des plantes. Chez Trigonella foenum-graecum le rapport R/S augmente de 33,5% en
comparaison avec les plantes témoins (p<0.05) (fig. 16A). Cette augmentation est due a un
I’impact plus prononcé de la carence en S sur la partie aérienne (-46%) que sur la partie
racinaire (-22%). La figure 16B présente 1’effet de la carence en soufre sur la surface foliaire
de Trigonella foenum-graecum, la comparaison des résultats avec le témoin, montre que les
plantes ayant recu une nutrition minérale pauvre en soufre (0.05 mol.m) possédent la surface
foliaire la plus faible avec une diminution de 37,7%, (p<0.05). L’analyse de la figure 16C
montre que la surface foliaire spécifique (SLA) est supérieure chez les plantes S-déficientes.
Chez le témoin, la SLA est de 279,7 cm?.g! alors que chez les plantes S-déficientes ce

paramétre augmente jusqu’a 364,7 cm2.g%, (p<0.05).

Dans les conditions du témoin, la surface foliaire massique (LAR) et le poids foliaire
spécifique (LWR) enregistrés sont respectivement de 83,6 cm?.g* et 0,34 glg® Avec
I’application de la déficience en soufre, le LWR diminue significativement de 35,5 % en
comparaison avec le témoin passant de 0,34 g.g* 20,22 g.g (p<0.05) (fig. 16 D), alors que
la surface foliaire massique (LAR) ne montre aucune différence significative (p>0.05) (fig.16

E).
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Figure 16 : Effet de la carence en soufre sur le rapport R/S (A), la surface foliaire totale (B), la surface
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: solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m? de S). Les barres verticales sont les valeurs SE
de n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05).

Chez les plantes d’Eruca sativa eta 1’application de la déficience en soufre, le rapport R/S
diminu significativement de 16% en comparaison avec le témoin (p<0.05) (fig. 17A).
L’analyse des résultats de la surface foliaire montre que les plantes ayant regu une nutrition
minérale pauvre en soufre (0,05mol.m=) enregistrent la surface foliaire la plus faible (37,05
cm?.plante™?) en comparaison avec les plantes témoins (44,27 cm?.plante™) (fig. 17B). La
surface foliaire spécifique (SLA) est également affectée par la carence en soufre, elle passe de

683,203 cm?.g’* chez le témoin a 1160,870 cm?.g? chez la plantes S-déficientes (p<0.05) (fig.
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17C). Dans les conditions du témoin, la surface foliaire massique (LAR) et le poids foliaire
spécifique (LWR) atteignent respectivement des valeurs de 186,26 g.g™ et 0,272 g.g™%. Avec
I’application de la déficience enS, une diminution Iégére mais significative est enregistrée
pour le LWR (-11,7%) (fig. 17D), en parallélele LAR augmente significativement de 35,5 %

par rapport aux plantes témoins (p<0.05) (fig. 17E).

En ce qui concerne Foeniculum vulgare, sa morphologie ne permet pas de calculer tous les
paramétres morphologiques a I’exception du rapport R/S. Ce parametre est plus élevé chez les

plantes S-déficientes en comparaison avec les plantes témoins (fig. 14F).
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Il Etude de ’effet de la carence en soufre sur la composition biochimique de Trigonella
foenum-graecum, de Foeniculum vulgare et d’Eruca sativa

1. Teneur en soufre total et en sulfates des feuilles

Chez les plantes témoins, ayant regu une nutrition minérale suffisante en soufre (Imol.m= S),
la concentration du soufre total est de 1,5mg.g*MS, 1mg.g*MS et 13,2mg.g*MS,
respectivement pour Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa.
L’application de la déficience en soufre cause une diminution significative dans les teneurs en
soufre total des feuilles des trois plantes ; les concentrations du soufre totale atteignent des
valeurs de 0,5mg.g* MS, 0,4mg.g*MS et 1,4mg.g*MS en enregistrant des diminutions de
68%, 59% et 89%, respectivement pour Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et
Eruca sativa (p<0.05), (fig. 18A, 19A et 20A). Les teneurs des feuilles en sulfates sont
également affectées par la carence en soufre. Les trois plantes enregistrent des diminutions de
55%, 59% et 89% respectivement pour Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et
Eruca sativa. Ces valeurs se sont montrées significatives selon le test statistique réalisé

(p<0.05), (fig. 18B, 19B et 20B).
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Figure 18: Teneurs en soufre totale (A) et en sulfates (B) des feuilles de Trigonella foenum-graecum
soumises a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1mol.m=3S), S-déficiente :
solution nutritive déficiente en soufre (0.05 mol.m=S). MS : Matiere seche. Les barres verticales sont
les valeurs SE de n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P
<0,05). MS : matiere séche.
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Figure 19 : Teneur en soufre totale (A) et en sulfates (B) des feuilles de Foeniculum vulgare soumis a
une carence en soufre. Témoin : solution nutritive compléte (1mol.m3S), S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0.05 mol.m? S). MS: Matiere seche.Les barres verticales sont les
valeurs SE de n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P
<0,05). MS : matiere séche.
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Figure 20 : Teneur en soufre totale (A) et sulfates (B) des feuilles d’Eruca sativa soumis a une
carence en soufre. Témoin : solution nutritive compléte (Imol.m3S), S-déficiente : solution nutritive
déficiente en soufre (0.05 mol.m3S) de S. MS : Matiére seche.Les barres verticales sont les valeurs SE
de n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS :
matiere séche.
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2. Teneur en soufre total dans les graines de Trigonella foenum-graecum et
Foeniculum vulgare

Le dosage du soufre totale dans les graines de Trigonella foenum-graecum et de Foeniculum

vulgare montre qu’en cas de nutrition normale en soufre, le soufre totale constitue 0,12% et

0,19% respectivement pour la matiere seche des graines de Trigonella foenum-graecum et de

Foeniculum vulgare, alors que chez les graines des plantes S-déficientes le soufre total

constitue seulement 0,04% de la matiére séche chez Trigonella foenum-graecum et 0,1% pour

Foeniculum vulgare (P<0,05) (fig. 21).
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Figure 21: Concentration de soufre totale dans les graines de Trigonella foenum-graecum (A) et de
Foeniculum vulgare (B) soumises a une carence en soufre; Contrdle: solution nutritive compléte (1
mol.m-3 de S); S-déficiente : solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m-3 de S). Les
astérisques indiqués dans les barres derreur signifient des différences significatives entre les
traitements a P <0,05. MS: Matiére séche.

3. Teneur en pigments chlorophylliens
Les teneurs en chlorophylle totale des feuilles chez les plantes témoins sont de 9,6 mg.g* MS,
0,47 mg.g*MS et 13,56 mg.g*MS respectivement pour Trigonella foenum-graecum,
Foeniculum vulgare et Eruca sativa (fig. 22, 23 et 24). La limitation de I'apport en S durant la
culture des plantes montredes diminutions significatives de la teneur en chlorophylle totale
chez les trois plantes de ’ordre de 59%, 30% et 68% respectivement pour Trigonella foenum-

graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa. L’impact de la déficience en S se manifeste a
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la fois sur la teneur en chlorophylle a et en chlorophylle b. Chez Trigonella foenum-graecum,
les teneurs des feuilles en chlorophylle a et en chlorophylle b diminuent respectivement
de 59% et 60%. Cette diminution est de chez Foeniculum vulgare la nutrition pauvre en
soufre provoque des diminutions de 27% et de 35%, alors que chez Eruca sativales
diminutions représentent 53% et 73% respectivement pour la chlorophylle a et la chlorophylle

b (fig. 22, 23 et 24).
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Figure 22 : Teneurs en chlorophylle dans les feuilles de Trigonella foenum-graecum soumise a une
carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (Imol.m de S); S-déficiente: solution nutritive
déficiente en soufre (0,05 mol.m? de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de n = 3.Les
différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiere séche.
Chl : Chlorophylle.
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Figure 23 : Teneurs en chlorophylle dans les feuilles de Foeniculum vulgare soumise a une carence en
soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1mol.m= de S); S-déficiente: solution nutritive déficiente
en soufre (0,05 mol.m™ de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de n=3.Les différentes lettres
indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiére séche. Chl : Chlorophylle.
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Figure 24 : Teneurs en chlorophylle dans les feuilles d’Eruca sativa soumis a une carence en soufre.
Témoin: solution nutritive compléte (Imol.m™ de S); S-déficiente: solution nutritive déficiente en
soufre (0,05 mol.m™ de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de n = 3. Les différentes lettres
indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiére seche. Chl : Chlorophylle.

4. Teneurs en protéines solubles

Chez Trigonella foenum-graecum, chez les plantes ayant regu une nutrition optimale en
soufre, la concentration en protéines solubles est de 29,6 pg.g? MS et 1154 pug.gt! MS
respectivement dans les feuilles et les racines. L’exposition des plantes & la nutrition pauvre
en soufre augmente significativement ces teneursde 1’ordre de 57% et 48% respectivement

pour les feuilles et les racines (P <0,05) (fig. 25).

Le méme phénomene est observé chez Foeniculum vulgare. Chez ces plantes, une
alimentation pauvre en soufre entraine une augmentation des teneurs en protéines totales :
Dans les parties aériennes, la concentration en protéines solubles passe de 10 pug.g* MS a 68
ug.g-1 MS, (augmentation significative de 83%, P (<0,05) alors que dans les racines,
l'augmentation de la teneur en protéines solubles dans les plantes déficientes en S est moins
prononcée n’atteignant que 27%. L'analyse statistique a montré que cette augmentation n'est
pas significative (P> 0,05), comparée avec celle mesurée dans les plantes témoins (fig. 26).
Contrairement a Trigonella foenum-graecum et a Foeniculum vulgare, Eruca sativa montre
un phénomene inverse puisque la déficience en soufre entraine une diminution significative

des teneurs en protéines solubles. Chez les plantes témoins, lesteneurs en protéines solubles
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totales dans les feuilles représentent 44,27ng.g*MS, alors qu’une exposition a une nutrition
pauvre en soufre montre une diminution significative de 31% dans les feuilles (p <0,05).
Cependant, dans les racines, la carence ne montre aucun effet significatif selon le test
statistique (p> 0,05) (fig. 27).
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Figure 25: teneurs en protéines solubles dans les feuilles et les racines de Trigonella foenum-graecum
soumises a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive compleéte (1 mol.m= de S); S-déficiente:
solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de
n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS:
matiére séche.
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Figure 26: Teneurs en protéines solubles dans la partie aérienne et les racines de Foeniculum vulgare
soumise a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1 mol.m= de S); S-déficiente:
solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de
n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS:
matiere séche
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Figure 27: Teneurs en protéines solubles dans les feuilles et les racines d’Eruca sativa soumises & une
carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1 mol.m? de S); S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SEde n = 3.
Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiére
séche.

5. Teneur en sucres solubles
La réduction de la nutrition en soufre de Trigonella foenum-graecum provoque une
diminution importante des teneurs en sucres solubles dans la plante. Ces teneurs représentent
58,2 mg.g*MS et 30,6 mg.g*MS respectivement dans les feuilles et les racines chez les
plantes témoins alors qu’une carence en soufre entraine une chute de ces teneurs a des valeurs
de 28,5 mg.g*MS et de 13,5 mg.g*MS dans les feuilles et dans les racines respectivement
(fig. 28). Les teneurs en sucres solubles diminuent ainsi de 56% dans les feuilles et de 50%

dans les racines (p <0,05).

Chez Foeniculum vulgare, la nutrition soufrée réduite entraine également une diminution
importante des teneurs en sucres solubles. Dans les plantes ayant recu une nutrition soufrée
normale (1 mol.m? S), les teneurs en sucres solubles sont de 7,2 mg.g*MS et de 8,4 mg.g-
IMS respectivement dans les feuilles et les racines. Dans les plantes ayant recu une nutrition
déficiente en soufre, nous avons constaté une diminution significative des teneurs en sucres
solubles : dans les parties aériennes, on assiste a une baisse significative de 48% puisque ces

teneurs passent de 7,2 mg.gtMS dans les plantes témoins a 3,7 mg.g*MS dans les plantes
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déficientes en S, (P <0,05). Dans les racines, la méme observation peut étre faite puisqu’on
assiste a une diminution statistiquement significative (P <0,05) de 37% faisant passer les

teneurs en sucre de 8,4 mg.g*MS 45,3 mg.gt MS (fig. 29).

Chez Eruca sativa, une nutrition pauvre en soufre affecte nettement les niveaux de sucres
solubles dans la plante. Dans les feuilles des plantes témoins, la teneur en sucres solubles
atteint 6,4 mg.g*MS, alors que 1’application d’une nutrition soufrée limitée la concentration
en soufre qui diminue jusqu’a 2,46 mg.g*MS, ce qui refléte une diminution de 61,5%. En
paralléle, la diminution est d'environ 26,3% dans les racines puisque la teneur en sucres
solubles chute de 1,86 mg.g*MS dans les plantes témoins, a 1,37 mg.g*MS dans celles privés
en S (p <0,05) (fig. 30).
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Figure 28: Teneurs en sucres solubles dans les feuilles et les racines de Trigonella foenum- graecum
soumises a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive complete (1 mol.m= de S); S-déficiente:
solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de
n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS:
matiére seche.
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Figure 29: Teneurs en sucres solubles dans les feuilles et les racines de Foeniculum vulgare soumises
a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive complete (1 mol.m= de S); S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m? de S). Les barres verticales sont les valeurs SEde n = 3.
Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiére

séche.
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Figure 30: Teneurs en sucres solubles dans les feuilles et les racines d’Eruca sativa soumises a une
carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1 mol.m2 de S); S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SEde n = 3.
Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiére

séche.

6. Teneurs en acides aminées libres

Le niveau des acides aminés dans Trigonella foenum-graecum est fortement affecté par le
déficit en soufre. La diminution des teneurs en acides aminés libres est respectivement de

56% et de 40% dans les feuilles et les racines, comparativement aux plantes témoins (p <0,05)
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puisque ces teneurs passent de 1,3 mg.g*MS et 0,9 mg.g*MS dans les plantes témoins a 0,6
mg.gtMS et 0,5 mg.g*MS dans celles déficientes en soufre respectivement dans les feuilles
et les racines (fig. 31). En ce qui concerne Foeniculum vulgare, la concentration en acides
aminés dans les feuilles et les racines a également été affectée significativement par la carence
en soufre. Suite a I’application d’une nutrition pauvre en soufre (0.05 mol.m™), les teneurs en
acides aminés diminuent de 41% et 49% respectivement dans les feuilles et les racines, en
comparaison avec les plantes témoins (p<0.05) (fig. 32). Le méme effet est observé chez
Eruca sativa, la concentration d’acides aminés libres est nettement affectée par la privation en
soufre ; dans les plantes témoins, la concentration en acides aminés est respectivement de 1,4
mg.g*MS et de 0,63 mg.gtMS dans les feuilles et les racines. Lors de I'application d‘une
déficience en soufre, les niveaux d'acides aminés diminuent aussi bien dans les feuilles que

dans les racines de 36% et 21% respectivement (p <0,05) (fig. 33).
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Figure 31: Teneurs en acides aminés totaux dans les feuilles et les racines de Trigonella foenum-
graecum soumises a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1 mol.m= de S); S-
déficiente: solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m™ de S). Les barres verticales sont les
valeurs SEde n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P
<0,05). MS : matiere séche
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Figure 32: Teneurs en acides aminés totaux dans les feuilles et les racines de Foeniculum vulgare
soumises a une carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1 mol.m= de S); S-déficiente:
solution nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SEde
n = 3. Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS :
matiere séche.
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Figure 33: Teneurs en acides aminés totaux dans les feuilles et les racines d’Eruca sativa soumises a
une carence en soufre. Témoin: solution nutritive compléte (Imol.m? de S); S-déficiente: solution
nutritive déficiente en soufre (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs SE de n = 3.
Les différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MS : matiére
séche.

7. Activité Nitrate Réductase
L’ANR in vivo dans les racines de Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare, et Eruca
sativa, exprimée en quantité de nitrite produite par heure a été estiméeinvivo dans nos
conditions expérimentales. L’analyse des résultats montre un impact important de la carence
en S sur la premiere étape de I'assimilation des nitrates chez les trois plantes. Dans les plantes
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témoins, I'ARN est estimée a 7,1 ug de NO2.gt.h?; 11,9 pg de NOz.gt.htet 31,26 ug. NO2
.gL.h? respectivement chez Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa.
Apres l'application d'une nutrition minérale pauvre en soufre, I'ANR in vivo chute
significativement pour les trois plantes de 68%, 85% et 53,42% respectivement chez

Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa, (P <0,05) (fig. 34).
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Figure 34 : Activité nitrate réductase dans les racines de Trigonella foenum-graecum(A) et de
Foeniculum vulgare (B) et dans les feuilles et les racines d’Eruca sativa (C) soumises a une carence en
soufre. Témoin: solution nutritive compléte (1 mol.m? de S); S-déficiente: solution nutritive S-
déficient (0,05 mol.m= de S). Les barres verticales sont les valeurs S Ede n = 3. Les différentes lettres
indiquent des valeurs significativement différentes (P <0,05). MF : matiéere fraiche.

8. Teneurs en éléments minéraux
Chez les plantes témoins des trois espéces étudiées Trigonella foenum-graecum, Foeniculum
vulgare et Eruca sativa, les éléments minéraux se trouvent répartis de fagon égale entre les

feuilles et les racines (tableau 4). Le Ca et le K représentent les teneurs les plus élevé chez
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lestrois plantes, tandis que le Mo représente le contenu le plus faible. Dans le cas d’une
carence en soufre, des augmentations dans la teneurde tous les éléments minéraux est
enregistrées dans les feuilles de Trigonella foenum-graecum, sauf pour Ca (P> 0,05). Des
augmentations significatives de l'ordre de 11%, 17% et 19% ont €té enregistrées dans le cas
du K, du Mg et du Mo, respectivement (p <0,05). En revanche, aucune différence
significative dans la composition minérale des racines n'a été observée, a I'exception du K qui

présente une augmentation Iégere mais significative lors de 1’application de la carence en S.

Chez Foeniculum vulgare, on constate une augmentation du contenu de tous les éléments
minéraux dans les feuilles et les racines. Dans les feuilles, des augmentations significatives de
I'ordre de 39%, 50,8%, 43% et 64% ont été enregistrées dans le cas du Ca, du K, du Mg et du
Mo respectivement suite a la déficience en S (p <0,05). Les teneurs en Mg et en Mo ont
également augmenté dans les racines de 1’ordre de 13% et 59% respectivement. Par contre,
aucune différence significative n’a été enregistrée dans les concentrations du Ca et du K dans

les racines des plantes S-déficientes.

En ce qui concerne Eruca sativa, suite a I’application de la carence en soufre, des
augmentations importantes ont été enregistrées dans le contenu de tous les éléments minéraux
des racines. Des augmentations significatives de l'ordre de 76%, 90% et 86% ont été
enregistrées respectivement dans Ca, K, Mg des racines (p <0,05). Chez les plantes témoins
d’Eruca sativa, le Mo se trouve sous forme de traces dans les racines, mais a 1’application de
la carence en soufre la concentration en cet élément augmente considérablement pour

atteindre 73 g.g* MS (p<0.05) (Tableau 4).
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Tableau 4: Teneurs en éléments minéraux des feuilles et des racines (mg.gt MS) de Trigonella
foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa soumises a une carence en soufre. Les valeurs
suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05)

Témoin S-déficiente
T. Foenum-graecum F. Vulgare E. Sativa T.Foenum-graecum F. Vulgare E. Sativa
Ca 2,960a 3,081a 6,778a 3,340a 5,113b 6,531a
K 2,500a 6,002b 5,295a 2,810b 12,202c 5,409b
Mg 0,470a 1,894a 3,957a 0,570b 3,378c 3,711a
Mo 0,007a 0,007a 0,01a 0,009b 0,009b 0,013a
Témoin S-déficiente
T. Foenum-graecum F. Vulgare E. Sativa T.Foenum-graecum F. Vulgare E. Sativa
Ca 2,960b 5,522a 6,327a 2,640b 5,075a 26,739c
K 2,760a 6,798a 3,918a 2,840c 7,071a 41,703b
Mg 0,470b 1,792¢ 4,010b 0,420b 2,060c 30,145c
Mo 0,007b 0,075b Traces 0,007b 0,183c 0,073

111 Etude de ’effet de la carence en soufre sur la teneur en certaines molécules
bioactives et la qualité médicinale de Trigonella foenum-graecum, Foeniculum
vulgare et Eruca sativa.

1. Teneurs en composés phénoliques des graines
Les extraits méthanoliques des plantes témoins montrent une richesse importante en composés
phénoliques totaux (CPT), en particulier dans les graines de Trigonella foenum-graecum qui
représentent une teneur de 29,36 mg GAE/g MS, suivies par les graines de Foeniculum
vulgare et les feuilles d’Eruca sativa avec des valeurs respectives de 3,67 mg GAE/g MS et
3,84mg GAE/g MS. A TD’application d‘une déficience en soufre, les teneurs en CPT des
extraits chutent chez les trois plantes ; les diminutions les plus prononcées sont enregistrées

chez les graines de Trigonella foenum-graecum et Foeniculum vulgare avec 52% et 30%



respectivement alors que Eruca sativa est la moins affectée avec une chute de 18% seulement

(P<0.05) (Tableau 5).

La quantification de la concentration en flavonoides totaux (CFT) dans les extraits des trois
plantes montre que la déficience en soufre a un effet négatif sur les teneurs en Flavonoides
totaux. Chez les plantes témoins, la CFT est de 2,45 mg QE /g MS, 0,785 mg QE/g MS et
0,423mg QE /g MS respectivement chez Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et
Eruca sativa. Aprés I’application d’une nutrition minérale pauvre en soufre, la CFT chute
significativement de 50%, 42% et 35% respectivement por les graines de Trigonella foenum-
graecumet Foeniculum vulgare et les feuilles de Eruca sativa (p<0.05) (Tableau 5).Par
ailleurs, on constate que la carence en soufre n’a aucun effet significatif sur les teneurs en

tanins condensés dans les 3 plantes (P>0.05) (Tableau 5).

Tableau 5: Effet de la carence en soufre sur les concentrations en polyphénols totaux, flavonoides
totaux et tanins condensés dans les extraits méthanoliques des graines de Trigonella foenum-graecum
et Foeniculum vulgare et les feuilles d’Eruca sativa exprimé en matiere seche (MS).

Trigonella foenum-  Témoin 29,36 £1.30a 2,45+0.29¢c 5,25+ 1.51d
graecum

S-déficiente 14,07 £ 2.37b 1,21 +0.13d 5,96+0.91d

Témoin 3,67 +0.08a 0,78 + 0.094c 15,61+ 1.21d
Foeniculum vulgare

S-déficiente 2,54 +0.04b 0,451 + 0.018d 12,98+ 0.46 d

Témoin 3,84 +0.06 0,423+ 0.09 ¢ 1,13+ 0.39d
Eruca sativa

S-déficiente 3,16 + 0.09b 0,272 + 0.02d 2,13+0.39d

Les valeurs présentent les moyennes + Ecart-type (n= 3). Les valeurs avec des lettres différentes dans la méme
colonne de la méme plante sont significativement différentes (P < 0.05). GAE: Equivalent en acide Gallique;
QE: Equivalent en Quercitine.
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2. ldentifications des flavonoides par HPLC /MS

a. Trigonella foenum-graecum
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Figure 35 : Profil de séparation par HPLC de I’extrait méthanolique des graines témoins (A) et des
grains S-déficientes (B) de Trigonella foenum-graecum, détecté a 320 nm.

Aprés extraction des flavonoides des graines de fenugrec (témoins et S-déficientes),
I’échantillon est analysé par HPLC doté d’un détecteur de type DAD et couplée ala
spectrométrie de masse (HPLC/DAD/MS). Le profil de séparation HPLC révéle la présence
de différents pics chromatographiques dans les extraits des échantillons étudiés (fig. 35).
L’analyse des spectres de masse de chaque extrait par référence a la littérature permet de
nommer 4 C-glycosides appartenant a deux familles de flavonoides: le Kampherol-7-O
Rhamnosyle de la famille des Flavonoles, et la Vicenine-2, I’Isoorientine et 1’Isoschaftoside

de la famille des flavones (Tableau 6).

Chez les extraits des graines issues des plantes témoins (1mM S), I’analyse des spectres de

masse révéle la présence de 3 flavones et un flavonole. A un TR=12,44 min qui correspond
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au pic 1 sur la Figure 35A, le spectre de masse indique un signale & 563,1 [M-H]" m/z qui
correspond a I’Isoschaftoside, un C-glycosyl qui est une apigénine (fig. 36A). A RT=13,00
min qui correspond au pic 2 sur la figure 35A, le spectre indique un pic de base a 447,1 [M-
H] m/z , selon la littérature cet ion correspond & I’Isoorientine qui est une Luteolin C-glycosyl
(fig. 36B), le troisieme composé est détecté a un TR= 19,53 min correspondant au pic 3 sur la
figure 35A , sur un pic de base de 593,1 [M-H]  m/z et qui indique une apigénine C-glycosyl
qui est la Vicenine-2 (fig. 36C), cependant le dernier composé identifié et qui correspond au
pic 4 sur la figure 35A, est le Kampherol-7-O Rhamnosyle avec un pic de base de 577 [M-H]

m/z (fig. 36D). Par contre, chez I’extrait des plantes S-déficientes (0,05 mM S)

Le chromatogramme de séparation indique la présence de deux pics (1 et 3) (fig. 35B) dont
I’identification par  spectrométrie de massemontre qu’il s’agit de deux flavones ;
I’Isoschaftoside sur un pic de base 563,1 [M-H]" m/z a TR= 12,36 min et la Vicenine-2 avec

un pic de base 593,1 [M-H] m/z a TR= 19,23 min (fig. 37A et 37 B).

Tableau 6 : Identification des flavonoides dans les graines de Trigonella foenum-graecum témoins
(ImMS) et deficientes (0.05mMS).

1 12,44 563,1 Isoschaftoside Keskes et al.2018 ; Kite et al. 2011
Témoin 2 13,00 4471 Isoorientine Keskes et al.2018 ; Kite et al. 2011
3 19,35 593,1 Vicenine-2 Keskes et al.2018 ; Kite et al. 2011
4 21,07 577,1 Kampherol-7-O Benayad et al.2014
Rhamnosyle
S-déficiente 1 12,36 563,1 Isoschaftoside Keskes et al.2018 ; Kite et al. 2011
3 19,23 593,1 Vicenine-2 Keskes et al.2018 ; Kite et al. 2011
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Figure 36 : Spectres LC-MS des ions [M ™ H] - de I’'Isoschaftoside (A), I’Isoorientine (B), la Vicenine-2 (C) et le
Kampherol-7-O Rhamnosyle (D) obtenu par Electrospray (ESI) en mode négatif dans un extrait méthanolique des
graines témoins de fenugrec (ImM S).
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Figure 37 : Spectres LC-MS des ions [M ™ H] - de I’Isoschaftoside (A) et la Vicenine-2 (B) obtenu par

Electrospray (ESI) en mode négatif dans un extrait méthanolique des graines S-déficientes de fenugrec (0.05

mM S).
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b. Eruca sativa
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Figure 38 : Profil de séparation par HPLC de I’extrait méthanolique des graines témoins (A) et des
grains S-déficientes (B) d’Eruca Sativa, détecté a 340 nm.

La figure 38 présente les chromatogrammes de séparation par HPLC des deux extraits
d’Eruca sativa (Témoin et S-déficiente), le profil de séparation indique la présence de trois
pics dans les deux types d’extraits. La spectrométrie de masse permet d’identifier les trois
composés flavonoiques correspondants aux pics détectés par référence a la littérature. Le
tableau 7 présente les flavonoides identifiés dans des feuilles d’Eruca sativa. L’analyse des
spectres des deux types d’extraits (Temoin et S-déficiente) montre que I’application de la
nutrition limitée en soufre (0,05mM) n’a pas d’effet sur la composition en flavonoide des

feuilles d’Eruca sativa. Le spectre de masse indique la présence de trois C-glycosides de la
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famille des flavonoles dans les deux extraits analysés, il s’agit de 1’isorhamnetin-3-glucoside,

la Quercetin-3-glucoside et le Kaempferol-3,40 — diglucoside (Figure 39 et 40).

Table 7 : Identification des flavonoides dans les feuilles d’Eruca sativa témoins (LmMS) et S-déficientes
(0,05mM S).

1 12,95 Kaempferol-3,4 —diglucoside Alruwaih et al.
2017 ; Bell et al.
2015, Bell et al.
2014.
Témoin 2 14,97 463,1 Quercetin-3-glucoside Alruwaih et al.
2017 ; Bell et al.
2015, Bell et al.
2014.
3 16,82 447,1 Isorhamnetin-3-glucoside Bell et al. 2015,
Bell et al. 2014.

1 12,35 609,1 Kaempferol-3,40 —diglucoside Alruwaih et al.

2017 ; Bell et al.

S-déficiente 2015, Bell et al.
2014.

2 15,02 463,1 Quercetin-3-glucoside Alruwaih et al.

2017 ; Bell et al.

2015, Bell et al.
2014.

3 16,84 447,1 Isorhamnetin-3-glucoside Bell et al. 2015,

Bell et al. 2014.
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Figure 39 : Spectres LC-MS des ions [M ™ H] -, Kaempferol-3,40 —diglucoside (A), Quercetin-3-glucoside (B) et
Isorhamnetin-3-glucoside (B) obtenu par Electrospray (ESI) en mode négatif dans les extrait méthanolique des
feuilles Témoins (ImM S) d’Eruca sativa.
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Figure 40 : Spectres LC-MS des ions [M ™ H] - Kaempferol-3,40 —diglucoside (A), Quercetin-3-glucoside (B) et
Isorhamnetin-3-glucoside (B) obtenu par Electrospray (ESI) en mode négatif dans les extrait méthanolique des
feuilles S-déficientes (0.05 mM S) d’Eruca sativa
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V. Effet de la déficience en soufre sur les activités biologiques
1. Activité antioxydante par piégeage du radicale DPPH

Chez Trigonella foenum-graecum, I’étude de I’activité anti-radicalaire par piégeage du
radicale DPPH montre que 1’extrait méthanolique témoin des graines de Trigonella foenum-
graecum dispose d’un pouvoir antioxydant trés fort en comparaison avec 1’acide ascorbique
(AA) comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition du radicale DPPH par
I’extrait témoin des graines est de 73%, 81% et 87% pour les concentrations 0.1mg/ml,
0,5mg/ml et Img/ml.Pour les mémes concentrations, les pourcentages d’inhibition de DPPH
par comparaison avec 1’AA sont respectivement 87%, 91% et 93% (fig. 41A). Suite a
I’application de la carence en soufre, la capacité anti-radicalaire de 1’extrait méthanolique des
graines de Trigonella foenum-graecum diminue significativement; les pourcentages
d’inhibition du radicale DPPH par I’extrait des graines S-déficientes est de 47%, 75% et 78%

respectivement pour les concentrations 0,2mg/ml, 0,5mg/ml et Img/ml (fig. 41A).

En ce qui concerne Foeniculum vulgare, 1’evaluation du pouvoir antioxydant par piégeage du
radicale DPPH de I’extrait méthanolique des graines de Foeniculum vulgare montre un
pouvoir antioxydant relativement important en le comparant avec celui de 1’acide ascorbique.
Le pourcentage d’inhibition de I’extrait témoin est de 28%, 43% et 51% pour les
concentrations 0,1mg/ml, 0,5mg/ml et Img/ml respectivement en comparaison avec ceux de
I’AA 87%, 91% et 93% pour les mémes concentrations (fig. 41B). L’application de la carence
en soufre entraine une diminution considérable du pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait
méthanolique des graines de Foeniculum vulgare. Le pourcentage d’inhibition du radicale
DPPH par I’extrait des graines S-déficientes est de 16%, 24% et 45% respectivement pour les

concentrations 0,1mg/ml, 0,5 mg/ml et 1mg/ml (fig. 41B).

Le pouvoir anti-radicalaire enregistré par 1’extrait méthanolique des feuilles d’Eruca sativa
est trés proche de celui de I’antioxydant de référence AA. Le pourcentage d’inhibition du
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radicale DPPH par I’extrait des feuilles d’Eruca sativa est de 78%, 88% et 94%,
respectivement pour les concentrations 0,1mg/ml, 0,5mg/ml et 1mg/ml. Apres exposition a
une nutrition pauvre en soufre, le pourcentage d’inhibition du DPPH diminue jusqu’a 42%

61% et 65 %, respectivement pour les mémes concentrations (fig. 41C).

Le calcul de la concentration inhibitrice de 50% du radicale DPPH (ICso) des extraits témoins
a révélé des valeurs de 180pg/ml, 778ug/ml et 135,5ug/ml respectivement pour Trigonella
foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa. Aprés I’application de la déficience en
soufre, I’'ICso augmente considérablement pour les trois plantes en enregistrant des valeurs
de 340ug/ml, 957pg/ml et 341pg/ml respectivement pour Trigonella foenum-graecum,

Foeniculum vulgare et Eruca sativa.
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Figure 41 : Effet de la carence en soufre sur le pourcentage d’inhibition du radicale DPPH par I’extrait
méthanolique des graines de Trigonella foenum-graecum (A) les graines de Foeniculum vulgare (B)
et les feuilles d’Eruca sativa (C). AA : acide ascorbique, Témoin : Extrait témoin (ImM de S), S-
déficient : Extrait déficient en soufre (0,05 mM de S).

2. Activité antioxydante total
La capacité antioxydante totale de 1’extrait méthanolique des graines de Trigonella foenum-
graecum a une concentration de 100ug/ml montre une valeur maximale de 228,72ug/ml,
57,5ug/ml et 80,33ug/ml équivalent d’acide ascorbique (EAA) respectivement pour
Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa. La déficience en soufre
entraine une baisse de I’activité antioxydante totale des extraits des trois plantes avec des
pourcentages respectifs de 20%, 21% et 35% pour Trigonella foenum-graecum,

Foeniculum vulgare et Eruca sativa (P <0.0) (fig. 42A, 42B et 42C).
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Figure 42 : Effet de la carence en soufre sur la capacité antioxydante totale des extraits méthanoliques
des graines de Trigonella foenum-graecum, des graines de Foeniculum vulgare et des feuilles d’Eruca
sativa en équivalent d’acide ascorbique. Témoin : Extrait témoin (ImM de S), S-déficiente : Extrait
déficient en soufre (0.05mM de S).

3. Activité antibactérienne
L'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits des graines des trois plantes montre que
les deux extraits, témoin et S-déficient, présentent une activité antibactérienne contre les

quatre souches étudiées.

Chez Trigonella foenum-graecum, pour l'extrait témoin, la concentration minimale inhibitrice
(CMI) enregistrée est de 25mg/ml pour Escherichia coli et de 50 mg/ml pour Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Cependant, dans I’extrait S-
déficient, la CMI a augmenté significativement; une concentration inhibitrice de 100mg /mi
est requise pour Escherichia coli, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa et 200

mg/ml pour Staphylococcus aureus (Tableau 8).

Pour Foeniculum vulgare, la concentration minimale inhibitrice (CMI) enregistré dans le dans
I'extrait des graines témoinsest de 250mg/ml pour Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa et de 300mg/ml pour Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus (Tableau 9).

Cependant, dans I’extrait S-déficient, la CMI a augmenté significativement pour
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Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa une concentration
de 600mg/ml, cependant aucun changement n’a été enregistré dans la CMI pour E. coli

(Tableau 9).

Concernant Eruca sativa (Tableau 10), dans I'extrait témoin, la concentration minimale
inhibitrice (CMI) enregistrée est de 300mg/ml chez Escherichia coli, Enterococcus faecalis et
Staphylococcus aureus ; alors que pour Pseudomonas aeruginosa, la CMI est de 600mg/ml.
Pour I’extrait S-déficient, la CMI augmente jusqu’a 600mg/ml pour Staphylococcus aureus

alors qu’elle est restée la méme pour les autes trois souches (Tableau 10).
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Tableau 8: Effet de la carence en soufre sur la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait méthanolique des graines de Trigonella foenum-graecum

Puits Extract Extrait +S Extrait -S
Conc. E.coli |E.f Sa Ps E.coli |E.f S.a Ps
mg/ml
400 -
200 -
100 -
50 -
25 -
12,5
6,25
3,125
1,5625
0,78125
0,390625
Control
[0]
+: présence de croissance; -: Absence de croissance;Conc. Concentration; +S extrait: extrait témoin (ImM de S); -S extrat: S-deficient (0.05mM de S), E.coli :
Escherichia coli , E.f: Enterococcusfaecalis; S.a: Staphylococcus aureus; Ps: Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau 9: Effet de la carence en soufre sur la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait méthanolique des graines de Foeniculum vulgare.

puits | Extract +S Extract -S Extract

Conc.

mg/ml E. coli S.a E.f Ps E. coli S.a E.f Ps
1 600 - - - - - - - -
2 300 - - - - - + + +
3 250 - - + + - + + +
4 125 + + + + + + + +
5 62,5 + + + + + + + +
6 31,25 + + + + + + + +
7 15,625 + + + + + + + +
8 7,8125 + + + + + + + +
9 3,90625 + + + + + + + +
10 1,953125 + + + + + + + +
11 ] 0,9765625 + + + + + + + +
12 Control + + + + + + + +

[0]

+: présence de croissance; -: Absence de croissance;Conc. Concentration; +S extrait: extrait témoin (1mM de S); -S extrat: S-deficient (0.05mM de S), E.coli :
Escherichia coli , E.f: Enterococcusfaecalis; S.a: Staphylococcus aureus; Ps: Pseudomonas aeruginosa.



Tableau 10: Effet de la carence en soufre sur la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait éthanolique des graines d’Eruca sativa

Extract +S Extract -S Extract
puits Conc.

mg/ml E. coli S.a E.f Ps E. coli S.a E.f Ps
1 600 - - - - - - - -
2 300 - - - + - + - +
3 250 + + + + + + + +
4 125 + + + + + + + +
5 62,5 + + + + + + + +
6 31,25 + + + + + + + +
7 15,625 + + + + + + + +
8 7,8125 + + + + + + + +
9 3,90625 + + + + + + + +
10 1,953125 + + + + + + + +
11 0,9765625 + + + + + + + +
12 Control _ [0] + + + + + + + +

+: présence de croissance; -: Absence de croissance;Conc. Concentration; +S extrait: extrait témoin (1mM de S); -S extrat: S-deficient (0.05mM de S), E.coli :
Escherichia coli , E.f: Enterococcus faecalis; S.a: Staphylococcus aureus; Ps: Pseudomonas aeruginosa.
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Chapitre IV

Discussion Géneérale et
Conclusion
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I Discussion genérale

Dans nos investigations, I’effet de la carence en soufre sur les trois espéces étudiées,
Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa, a été évalué a travers
I’étude de quatre aspects : i) La croissance en termes de rendement en biomasse ii) La
morphologie & travers 1’analyse des paramétres morphologiques iii) La composition
biochimique par la quantification ce certaines métabolites primaires et secondaires vi) et

I’évaluation de la qualité médicinale des extraits des plantes étudiées.

Pour le diagnostic de 1’état de déficience en S, nous nous sommes baséssur un diagnostic
foliaire par la teneur en soufre total dans les feuilles. La quantification de la teneur en soufre
total chez les plantes témoins a montré qu’Eruca sativa contient la teneur en S la plus élevée
(13%) suivie de Trigonella foenum-graecum (0,15%) puis Foeniculum vulgare (0,1%). Ceci
est associé essentiellement a la nature botanique de chague plante. En tant que Brassicaceae,
Eruca sativa exige plus de soufre pour son métabolisme et la syntheése des composés soufrés
essentiels a sa croissance et son développement (Bennett et al., 2002; Kim, et al., 2004).
Trigonella foenum-graecum qui appartient a la famille des Fabaceaes est une Iégumineuse
dont la présence du soufreest essentielle entre autres pour la fixation de I'azote (Scherer 2001,

Scherer et al., 2008).

Dans les conditions de culture et en réponse a un apport réduit en soufre, les concentrations
de sulfates et du soufre total dans les feuilles des plantes S-déficientes diminuent de maniére
significative. Les teneurs des feuilles S-déficientes en soufre total sont de 0,05% et 0,04%
respectivement chez Trigonella foenum-graecum et Foeniculum vulgare. Ces valeurs sont
inférieures a 0,12%. Ceci présente le niveau critique commun de la teneur en soufre dans les
feuilles matures des plantes autres que les Brassicaceaes (Haneklaus et al., 2007). Pour les
Brassicaceaes, la valeur critique de la teneur en S au-dessous de laquelle la plante peut étre
considérée S-déficiente est de 0,75% (Haneklaus et al., 2007). Ce qui est le cas pour Eruca
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sativa ou la teneur en soufre total des feuilles des plantes S-déficientes est de 0,14%. Ce
résultat montre clairement le statut de déficience en S chez les trois espéces étudiees soumises

a une réduction de S dans le milieu de culture.

Le sulfate est souvent le premier métabolite dont la teneur change en réponse a la limitation
de l’approvisionnement en soufre. En effet, il a été montré que son absorption et sa
distribution aux différentes organes de la plante sont étroitement régulées (Thomas et al.,
2000). Dans notre étude, la réduction de l'apport en sulfate (0,05 mol.m=) a montré une
diminution de 50%, 55% et 52% dans les teneurs en sulfates des feuilles, respectivement chez
Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa.Ces résultats sont en accord
avec ceux de Juszczuk et al. (2011) observés chez des plantes d’haricot, et ceux de Blake-
Kalff et al. (1998) chez le colza soumis a la carence en soufre. Cette réduction de la
concentration en SO+ dans les feuilles pourrait s'expliquer par la libération des ions sulfates a
partir des vacuoles de cellules mésophylliennes sous stress soufré prolongé, mais cette
libération est supposée trop lente pour soutenir une nouvelle croissance des plantes (Clarkson

etal., 1983; Zhao et al., 1999).

L'étude de la croissance des plantes cultivées dans un milieu pauvre en soufre a montré qu’en
plus de I’effet négatif de la carence en soufre sur le rendement en biomasse et la morphologie,
une différence dans les niveaux de la tolérence de a la plante par la limitation en S entre les
trois especes a été enregistrée. En termes de rendement en biomasse de la plante entiére,
Foeniculum vulgare est 1’espéce la moins affectée par la carence en soufre (-29%) suivie de
Trigonella foenum-graecum (-32%), puis Eruca sativa étant I’espéce la plus influencée par la
limitation en S (-83%). La réduction de la biomasse est a la fois enregistrée dans la partie
aérienne et dans la partie racinaire. Toutefois, il faut signaler que la diminution la plus
prononcée est enregistrée dans la partie aérienne des trois plantes S-déficientes par rapport a

la matiére séche des racines. Cette réduction differentielle de la matiére seche dans les racines
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et les feuilles des plantes S-déficientes a entrainé une augmentation du rapport partie racinaire
/ partie aérienne (R/S). Plusieurs autres travaux ont montré I'effet négatif de la déficience en S
sur le développement global d’Arabidopsis thaliana (Kutz et al., 2002, Akiko et al., 2005),de
Medicago truncatula (Casieri et al., 2012; Gao et al., 2015) et de Trifolium repens L (Varin et
al., 2010). Ce ralentissement dans le développement de la plante reflete principalement
I'importance du soufre dans les processus biochimiques et métaboliques des plantes en
générale. L’effet de la carence en soufre qui est plus prononcée dans la partie aérienne que
dans les racines concorde avec I'nypothése d’une allocationplus importante de métabolites
attribués a la partie racinaire dans les conditions de carence en S (Sherer et al., 2008, Gao et
al., 2015). Cette modification morphologique du rapport R/S a été également observée chez
les plantes soumises a la carence en N, P ou Mg et pourrait étre associée aux besoins de la
plante & maintenir la capacité des racines a acquérir des nutriments minéraux (Kutz et al.,
2002, Lopez-Bucio et al.,2003 ; Nikiforova et al., 2003, Hermans et al., 2006 Dan et al.,
2007). Juszczuk et Ostaszewska (2011) ont signalé que la diminution marquée des feuilles en
termes de matiéres seches en réponse a la carence en soufre pourrait s'expliquer par une
diminution importante dans la production d'ATP dans les feuilles (-48%) que dans les racines
(-20%). D’aprés ces auteurs, la faible disponibilité de 1’énergie dans les tissus foliaires
limiterait probablement la croissance des feuilles alors que dans les racines, la demande en
énergie pour une croissance proche a celle du contréle est suffisamment couverte. L’impact
de la deficience en soufre sur la croissance racinaire ne constituerait pas une réponse
systématique chez toutes les plantes soumises a une réduction de I’approvisionnement en S.
Contrairement a nos résultats, aucun effet n'a été observé sur la biomasse racinaire chez les
plantes de Medicago trancatula aprés une exposition a une carence en S pendant 18 jours
(Gao et al. 2015), par contre un changement dans I'architecture des racines a été rapporté par

Kutz et al. (2002) chez Arabidopsis thaliana ou la proportion de la biomasse racinaire a
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augmenté en réponse a la carence en S. En outre, chez cette derniere espece, Dan et al.,
(2007) ont rapporté la diminution de la croissance des racines latérales chez Arabidopsis
thaliana suite a un déficit en S. Ces observations contrastées au niveau des racines des plantes
soumises a une déficience en S restent néanmoins sans explication convaincante, mais il est
essentiel de noter qu’un tel changement dans l'architecture racinaire et du rapport R/S
résulterait sans aucun doute des changements dans I'expression de nombreux génes et dans

I'activité de certaines enzymes.

La morphologie des feuilles, site principale de la fixation du carbone et des échanges gazeux,
influence directement la croissance de la plante entiére et elle pourrait étre liée aux conditions
environnementales et a I'état nutritif des plantes. La surface foliaire constitue un facteur
déterminant de l'interception de la lumiere et de la productivité de la plante (Koester et al.,
2014). La relation entre la croissance foliaire et la croissance en masse dépend non seulement
du taux de photosynthése, mais aussi de la répartition du carbone entre les nouvelles feuilles,
la masse foliaire, la masse racinaire et la respiration (Weraduwaga et al., 2015).Dans notre
travail, la carence en soufre a affecté significativement la morphologie des feuilles de
Trigonella foenum-graecum et d’Eruca sativa. Les diminutions enregistrées dans la surface
foliaire des deux espéces sont étroitement associées au déclin de la biomasse de la plante
entiére observée apres I'exposition a une carence en S. La réduction de la surface foliaire est
probablement due a une réduction de la division des cellules du mésophile. Burke (1986) a
rapporté que la carence en soufre chez le blé était accompagnée d'une diminution du nombre

de cellules de mésophiles d’un facteur de 10.

Le poids foliaire massique (LWR) et la surface foliaire spécifique (SLA) ont également été
affectés par la carence en soufre chez Trigonella foenum-graecum et Eruca sativa. SLA qui
indique I'épaisseur des feuilles est liée a I'efficacité de I'acquisition des ressources; ceci étant

supposé avoir un impact sérieux sur les fonctions de la feuille. En effet, la lumiére absorbée
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par les feuilles, la voie de diffusion du CO- & travers les tissus foliaires, la photosynthése et le
taux de croissance dépendent de I'épaisseur des feuilles (Syvertsen et al., 1995, Nielsen et al.,
1996, Garnier et al., 1999). Le poids de la feuille exprimé par unité de biomasse végétale
(LWR) diminue egalement en réponse a une déficience en soufre minéral dans le milieu, ce
qui entraine une augmentation de la SLA et une réduction de I'épaisseur des feuilles. Ces
résultats suggerent qu' Eruca sativa et Trigonella foenum-graecum soumises a une carence en
S changent de morphologie foliaire en diminuant le LWR et en réduisant I'épaisseur de la

feuille afin de s’adapter aux fluctuations environnementales.

Cette inhibition de la croissance associée aux changements dans la morphologie des trois
plantes étudiés est principalement associée au réle crucial que joue le soufre dans la voie
biochimique des plantes. Plusieurs études ont montré que les teneurs en protéines, en sucres,
en acides aminés et en chlorophylle étaient déséquilibrées a cause du deficit en S, ce qui est
indéniablement associé a une réduction générale de l'activité métabolique (Thomas et al.
2000, Nikiforova et al., 2004, 2005, Juszczuk et Ostaszewska, 2011, Gao et al., 2015). Dans
nos investigations, des diminutions significatives de l'ordre de 59%, 30% et 68% ont été
enregistrées dans la concentration totale en chlorophylle respectivement chez Trigonella
foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa suite a la déficientes en S. Cette
réduction a été observeée a la fois dans les concentrations en chlorophylle a et en chlorophylle
b et pourrait étre associée a la diminution de la teneur de nombreux composés soufrés tels que
la cystéine, la méthionine et le S-adénosylméthionine (SAM) (Prosser et al. 2001, Hoefgen et
Nikiforova 2008). Le SAM est un dérivé de la méthionine qui intervient dans la voie de la
synthese de la chlorophylle en tant que donneur de groupement méthyle (Hoefgen et
Nikiforova 2008, Varin et al., 2010). Les deux acides aminés soufrés, la cystéine et la
méthionine, jouent le rble d'éléments structuraux et fonctionnels des protéines

chloroplastiques (Droux, 2004 ; Juszczuk et Ostaszewska, 2011). Lunde et al. (2008) ont
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rapporté que dans les plantes soumises a une carence en soufre, le taux de la Rubisco
enregistre une diminution d’un facteur de 6 par rapport au témoin, la teneur en chlorophylle
est réduite de 48%, l'efficacité du PSII est inférieure de 31% et la capacité du PSI & produire
du NADP* diminue de 61%. Toutes ces observations en plus de la dégradation des
chloroplastes en réponse a la carence en S (Juszczuk et Ostaszewska 2011) suggerent une
perturbation potentielle des réactions de la chaine de transport d'électrons photosynthétiques
et de la fixation du COz. Ceci pourrait expliquer la faible production de matiére séche et la
diminution observée dans le développement des plantes et les teneurs en sucres solubles. En
effet, la carence en soufre entraine une chute dans les teneurs en sucres solubles de 56%, 48%
et 61% respectivement chez Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca
sativa. Les diminutions dans les concentrations en sucres solubles suite a une nutrition pauvre
en soufre ont été observées par Varechon (1971) chez des cultures d'arachide, Rendig et al.

(1976) chez le mais et Zuber et al. (2013) chez Medicago truncatula.

L’analyse de la composition minérale des feuilles et des racines des trois especes étudiées a
montré une augmentation dans les teneurs en calcium suite a la carence en soufre. Ce résultat
concorde bien avec celui de Tewari et al. (2010) chez Morus alba et Gao et al. (2015) chez
Medicago Truncatula cultivés dans des conditions de carence en soufre. Il est admis que Ca?*
joue un réle crucial dans la détermination de la rigidité de la paroi cellulaire (Burstrom, 1968 ;
Hepler 2005). Les faibles concentrations de calcium devraient donc rendre la paroi cellulaire
plus souple et facilement rompue. 1l a été prouvé que la modification de la concentration en
Ca produisait un effet prononcé sur la croissance cellulaire. Ainsi, I’augmentation de la
concentration en Ca conduit a une inhibition de la croissance des pousses ou des coléoptiles,
tandis que la réduction de sa concentration favorise l'allongement cellulaire et tissulaire
(Bennet-Clark, 1956). Ceci peut étre une explication supplémentaire de la diminution du

développement et de la croissance des plantes S-déficientes. Plusieurs autres travaux ont
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montré une perturbation significative dans la composition minérale des plantes soumises a la
déficienceen soufre (Xu et al., 1996 ; Gao et al., 2015 ; Kassem et al., 2015), et parallélement
a nos resultats, Kassem et al., (2015) ont noté une augmentation dans la teneur en potassium
chez des tomates soumises a la carence en soufre. Cependant, Gao et al., (2015) ont montré
une diminution dans le taux de K dans les cultures de Medicago sativa cultivées dans un
milieu déficient en soufre alors que Gunes et al., (2009) ont montré qu'il n'y avait pas de
changement dans les concentrations de K dans les conditions de la carence en S, I’ensemble
de ces résultats contradictoires de la réponse des ions K a la faible nutrition soufrée restent
sans explication convaincante. D'un autre c6té, et en concordance avec nos résultats, plusieurs
études ont montré une accumulation de magnésium (Mg) dans les plantes dans des conditions
de carence en soufre (Xu et al., 1996, Zuchi et al., 2009, Tewari et al., 2010, Kassem et al.,
2015). L'antagonisme entre les ions Mg?* et SO est probablement la cause de cette

accumulation (Kassem et al., 2015).

L’analyse de la composition minérale des plantes étudiées a montré une accumulation dans les
teneurs en molybdéne dans les trois espéces. Il est largement connu que I’absorption et
I’assimilation de sulfates sont contrdlées par le statut nutritionnel de la plante (Smith et al.,
1995, 1997; Buchner et al., 2004) et que I’expression de certains transporteurs du sulfate est
prononcée en cas de la déficience en soufre (Shinmachi et al., 2010). Par ailleurs, il a été
montré que les transporteurs a forte affinité responsables de I’absorption des ions sulfates du
sol présentent une affinité pour le Mo. Ce dernier serait transporté et accumulé dans les tissus
foliaires et racinaires des plantes en cas de carence en soufre (Leggett et Epstein, 1956; Smith

et al., 1995; Fitzpatrick et al., 2008; Shinmachi et al., 2010).

La privation en soufre engendrepar ailleurs, une chute considérable dans les teneurs en acides
aminés libres dans les feuilles et les racines des trois plantes étudiées. Thomas et al., (2000)

ont noté qu’une concentration inférieure a 70uM en S dans le milieu de culture peut
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causerune chute significative dans la teneur en acides aminés chez la Betterave a sucre. Cette
diminution dans les teneurs en acides aminés peut étre due spécifiquement a une chute dans la
synthése des acides amineés soufrés (Cysteine et Methionine) mais aussi des acides aminés non
soufrés. En genéral, la carence en soufre engendre des modifications importantes dans
I’activité des enzymes clés du métabolisme de 1’azote, du soufre et du carbone (Zhao et al.,
1999; Thomas et al., 2000; Nikiforova et al., 2004 et 2005; Juszczuk et Ostaszewska 2011,
Gao et al., 2015). La synthese des acides aminés étant tributaire de la disponibilité en
squelettes carbonés produit lors de la photosynthese, elle-méme fortement inhibée par la
déficience en soufre. La photosynthése est un processus source d’énergiec nécessaire a
I’absorption et 1’assimilation de I’azote minéral. Dans nos investigations, 1’évaluation de
I’effet de la carence en soufre sur I’activité nitrate réductase (NR) montre que : i)
I’assimilation des ions nitrate se déroule principalement au niveau des racines chez Trigonella
foenum-graecum et Foeniculum vulgare alors que chez Eruca sativa cette réaction se déroule
au niveau des feuilles et des racines; ii) la carence en soufre affecte significativement
I’activité NRdes trois plantes étudiées, résultats similaires a ceux observés chez le Colza
(Kopriva et Rennenberg 2004), 1’épinard (Prosser et al., 2001) et le tabac (Migge et al. 2000) ,
cultivés dans un milieu pauvre en soufre. La diminution de I'activité NR sous la carence en
soufre refléte le réle primordial du S dans I'assimilation de I'azote (Scherer, 2001 ; Scherer et
al., 2008) sans négliger I'impact de la faible disponibilité des glucides solubles. Cheng et al.
(1992) et Vincentz et al. (1993) ont rapporté que la transcription du géne NR est induite par
les glucides dont la biodisponibilité est influencée par la déficience en soufre. D’autre part, il
est admis que I’activité de la NR est positivement controlée par la photosynthése (Foyer et

al.,1998).

La carence en soufre a égalementun effet sur la teneur en protéines solubles des plantes

étudiées. Chez les trois espéces, la teneur en protéines ne varie pas de la méme fagon lors de
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I’application d’une nutrition minérale limitée en soufre. Chez Trigonella foenum-graecum et
Foeniculum vulgare, la deficience en soufre cause une augmentation dans les concentrations
en protéines dans les feuilles et les racines, alors que chez Eruca sativa les teneurs des feuilles
en protéines diminuent considérablement. La diminution des teneurs en protéines semble étre
un résultat universel de la faible nutrition soufrée, il est bien connu que la majorité de 1’azote
organique des plantes se trouve sous forme d’acides aminés et de protéines. Lors de la carence
en soufre, le métabolisme de 1’azote diminue (prouvé dans notre étude par le déclin dans
I’ANR) et donc le contenu en azote total de la plante diminue. Par exemple, il est divisé par
deux dans I’ensemble des feuilles d’épinards cultivés sur un milieu dépourvu de soufre
(Prosser et al., 2001), et par conséquent la teneur en protéines diminue considerablement
notamment dans lesfeuilles (Abdallah, 2010). La diminution du contenu protéique des plantes
suite a la carence en soufre a été rapporté dans plusieurs travaux (Friedrich et Schrader,
1978 ; Nikiforova et al., 2005 ; Lunde et al., 2008 ; Juszczuk et Ostaszewska 2011 ; Carfagna
et al., 2016). Cependant il est difficile d’expliquer ’augmentation de la concentration en
protéines observée chez Trigonella foenum-graecum et Foeniculum vulgare avec les
diminutions dans I’assimilation de 1’azote et les réductions dans les teneurs en acides aminés
observées chez les mémes plantes suite a la déficience en soufre.

La quantification des Polyphénols totaux, des Flavonoides et des tanins condensés, des
extraits méthanoliques des graines de Trigonella foenum-graecum et Foeniculum vulgare et
des feuilles d’Eruca sativa a montré que la carence en soufre affecte significativement la
teneur phénolique des plantes S-déficientes. Ce résultat est en accord avec ceux rapportés par
Brzozowska et al. (1973) et Vallejo et al. (2003) qui ont rapporté qu'un apport pauvre en
soufre diminue la teneur en flavonoides des cultivars de brocoli et les teneurs en polyphénols

et en particulier des flavonoides dans le Coton par rapport au contréle fertilisé en soufre.
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L’analyse qualitative de la composition flavonoides des graines de fenugrec et des feuilles de
la roquette par HPLC/MS a montré des résultats qui corroborent ceux rapportés dans la
littérature. Le profil phénolique des graines témoins de fenugrec montre la présence de quatre
molécules de flavonoides, une flavonole et trois flavones. Ce résultat rejoint celui de Kite et
al. (2011), Benayad et al. (2014) et Keskes et al. (2018) qui ont montré la présence des
mémes molécules dans les graines de Trigonella foenum-graecum. L’analyse des molécules
de flavonoides dans les feuilles témoins de la roquette montre la présence de trois flavonoles
précédemment identifiés chez Eruca sativa (Alruwaih et al., 2017 ; Bell et al., 2015 ; Bell et

al., 2014).

D’un autre co6té, ’analyse qualitative par HPLC/MS de la composition des flavonoides des
graines S-déficientesde Trigonella foenum-graecum a montré que la carence en S affecte
significativement la composition flavonoiques. En effet, la limitation en soufre a causé la
disparition de deux molécules de flavonoides du profile phénolique des graines de Fenugrec.
Ceci explique la diminution des teneurs en polyphénoles totaux et plus particulierement des
flavonoides dans ’extrait pauvre en soufre (-S) des graines de Trigonella foenum-graecum.
Par contre, I’analyse qualitative par HPLC/MS de la fraction flavonoiques des feuilles
d’Eruca sativa n’a pas montré de différence entre les feuilles des plantes témoins et les
feuilles des plantes S-déficientes au niveau de la composition en flavonoides. Vu la
diminution dans les teneurs en polyphénoles totaux et les flavonoides totaux analysés par
spectrophotométrie dans les feuilles d’Eruca sativa, ce résultats peut étre expliqué par a une
diminution dans la quantité en flavonoides synthétisé est non pas dans leur qualité, ou encore
a des changements dans la composition des molécules phénoliques autres que les

flavonoides.

Cette réduction en composés phénoliques, soit en termes de qualité ou de quantité, pourrait

étre associée a la diminution de la teneur en métabolites soufrés tels que la méthionine et la S-
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adénosylméthionine (SAM) qui est un substrat clé pour de nombreuses enzymes comme la
coenzyme A (Fontecave et al., 2004 ; Roje, 2006). Le SAM est un donneur de groupement
méthyle et source de groupements méthyléne pour la syntheése des lipides, pectines,
alcaloides, phytostérols, osmoprotecteurs, précurseurs de lignines, subérines, acides
hydroxycinnamiques, flavonoides, stilbénes, divers composés volatils et aromatiques
(Lewandowska et Sirko, 2008). De méme, la biogenese des polyphénols est associée au
métabolisme des acides gras qui implique le coenzyme A (Brzozowska et al., 1973). La
méthionine participe a la formation de la S-adénosylméthionine, aux réactions de méthylation
et a la production de composés phénoliques tels que la scopolétine, I'acide ferrique et de

nombreuses anthocyanines (Brzozowska et al., 1973).

Les diminutions des protéines, des sucres, des acides aminés et des teneurs en chlorophylle
suite a la carence en soufre sont a I’origine des réductions dans les teneurs en composés
phénoliques. Ces molécules étantdes précurseurs de la biosynthése des polyphénols (Zhao et
al., 1999 ; Thomas et al. 2000 ; Nikiforova et al., 2004, 2005; Juszczuk et Ostaszewska,
2011 ; Gao et al., 2015). La diminution de la teneur totale en flavonoides en cas de carence en
soufre peut étre également attribuée a une diminution dans la synthése des flavonoides
sulfatés et de leurs dérivés tels que l'apigénine, la lutéoline et le kaempférol clairement
identifiés dans les graines de Trigonella foenum-graecum et de Foeniculum vulgare (Barron

et al., 1988 ; Parejo et al., 2004 ; Benayad et al., 2014).

Les changements dans la composition phénolique dans les extraits des trois plantes étudiées
suite & une nutrition soufrée faible, a imposé une évaluation de la qualité de I’activité
biologique des plantes. L’évaluation de I’activité antioxydante des quatre plantes montre une
diminution dans I’activité antioxydante des extraits issus des plantes S-déficientes. 1l est bien
connu que la capacité antioxydante est associée a la présence de plusieurs composés

phytochimiques biologiquement actives comme les composes phénoliques. Pak (2008) a

108



montré une corrélation significative entre le contenu en composés phénoliques de I’extrait des
graines et leur capacité antioxydante. Par consequence, une réduction dans les teneurs en
composés phénoliques pourrait diminuer la capacité antioxydante des plantes éetudiées. En
paralléle avec I’effet de la déficience en S sur la capacité antioxydante, d'autres auteurs ont
montré la relation entre la disponibilité des micronutriments et la capacité antioxydante des
plantes. Huang et al. (2004) ont rapporté que la déficience en azote induit une forte
diminution dans I’activit¢é des enzymes antioxydante, conduisant a l'aggravation de la
peroxydation des lipides membranaires dans les feuilles de riz. Evans et Halliwell (2001) ont
rapporté que de nombreuses défenses antioxydantes dépendent des micronutriments et qu'une
déficience dans certains éléments tels que Mg, Mn et Fe peut conduire a des réductions dans

I’activité du systéme antioxydant de la plante.

L’effet négatif de la déficience en soufre sur la composition en molécules bioactives a été
confirmé également par une diminution dans le pouvoir antibactérien des extraits chez les
trois plantes. Etant donné que les polyphénols et les molécules flavonoiques sont
biologiquement actifs contre les espéces pathogénes, cette réduction de l'activité
antibactérienne peut étre due a la réduction des composés phénoliques et particulierement des
flavonoides dans les graines de Trigonella foenum-graecum et Foeniculum vulgare et les

feuilles d’Eruca sativa.
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Il Conclusion générale et perspectives

Le but principal de ce travail est d’évaluer la réponse des plantes aromatiques et médicinales a
une nutrition minérale limitée en soufre en prenant I’exemple de trois especes médicinales
cultivées : Trigonella foenum-graecum, Foeniculum vulgare et Eruca sativa. Lors de cette
étude nous avons procédé, dans un premier temps, a un diagnostic foliaire de 1’état de
déficience des espéces étudiées on se basant sur la teneur en soufre totale dans le tissue
foliaire comme paramétre de diagnostic, I’analyse des résultats a montré que la concentration
de 0,06mM de soufre bascule les trois espéces dans un état de S-déficience. Dans un
deuxiéme temps, nous avons mis I’emphase sur la réponse morphologique des trois especes
cultivées dans des conditions de la carence en soufre, I’analyse des résultats obtenus a montré
que les plantes ayant recu une alimentation pauvre en soufre (0,05mM) présentent des
rendements en biomasse faibles par rapport aux plantes cultivées avec une nutrition adéquate
en soufre (ImM). De plus, le calcul des parameétres morphologiques a mis en évidence 1’effet
négatif de la pauvre alimentation soufré sur la répartition de la matiére au sein de la plante,
des modifications dans la morphologie des feuilles et dans I’architecture des racines ont été
détectées chez les trois especes étudiées, ces modifications morphologiques présentent une

stratégie d’adaptation des plantes aux fluctuations environnementales.

Ensuite, nous nous sommes concentrés sur I’étude du métabolisme primaire des plantes
étudiées en réponse a la déficience en soufre. Le dosage des pigments chlorophylliens a
montré une diminution dans la synthese de la chlorophylle reflétant des perturbations dans
I’appareil photosynthétique chez les trois plantes. Les teneurs en sucres solubles ont
également chutés suite a la faible alimentation soufrée, par contre, nous avons enregistré des
accumulations dans les teneurs en protéines chez Trigonella foenum-graecumet Foeniculum
vulgare ce qui parait sans explication logique vu les diminutions enregistrées dans les teneurs

en acides aminés et les diminutions détectées dans 1’activité de la nitrate réductase.
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Dans la troisieéme partie de cette étude nous avons fait ressortir I’effet de la carence en soufre
sur la composition phénolique des graines de Fenugrec et Fenouil et les feuilles de la Roquette
étant donné les parties communément utilisées pour leurs propriétés médicinales. Le dosage
spectrophotométrique des composés phénoliques a révélé que la déficience en soufre cause
des diminutions dans la teneur totale en polyphénoles et plus particulierement dans les teneurs
en flavonoides totaux. L’analyse de la fraction flavonoique des graines de Trigonella foenum-
graecum et des feuilles d’Eruca sativa par HPLC/MS a montré que la déficience en soufre
affecte la qualité des molécules flavonoides des graines de Fenugrec. Ces changements dans
le profile phénolique des trois espéces ont été confirmés dans la derniere partie, ou des
baisses ont été enregistrées dans les activités antioxydantes et antibactériennes des extraits

phénoliques issus des trois plantes étudiées.

L’ensemble de ces résultats obtenus a permis de mettre en évidence 1’effet de la carence en
soufre sur la physiologie, la phytochimie et la qualité thérapeutique des trois especes étudiées

et ils semblent étre trés prometteurs pour des éventuelles recherches plus approfondies.

En perspectives, il serait intéressant de :

> Effectuer une étude quantitative plus poussées des molécules flavonoides chez les trois
especes.
> Utiliser des techniques plus performantes pour identifier plus de molécules bioactifs et

évaluer 1’effet de 1a déficience en soufre sur leurs syntheses et leur qualité médicinales.

> Etudier I’effet de la limitation en soufre sur la synthése d’autres molécules a intérét
médicinal.
> Elargir les études sur d’autres especes aromatiques et médicinales a intérét

économique, en mettant 1’accent sur I’impact de la déficience en S sur le chémotype des

huiles essentielles. 1l serait également intéresant de mener des études sur I’efficience
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d’utilisation du soufre afin de sélectionner des expeces végétale plus approprié a des

environnements pauvre en S.
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