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ABSTRACT: The effect of salt stress on antioxidative activity was studied in two species of halophytes Atriplex: halimus and
canescens. The plants were exposed to 100, 300 and 600 mM I NaCl for 30 days. The parameter of oxidative stress induced
by salt, malondialdehyde (MDA) and the activity of peroxidase (POD) are determined. The results show that in terms of lipid
peroxidation, the two species are very little or not affected by the salt for all concentrations applied. This reflects a better
protection of cell membranes against oxidative damaging effects of salt. However, in terms of peroxidase activity, variability
of responses is observed. This variability is a function of the salt concentration, the organ and species.
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RESUME: L'effet du stress salin sur I'activité antioxydative est étudié chez deux espéces halophiles d’Atriplex halimus L.
endémique des régions méditerranéennes et canescens (Pursh) Nutt endémiques des régions américaines. Les plantes sont
exposées a 100, 300 et 600 mM I"Nacl pendant 30 jours. Le parameétre du stress oxydatif induit par le sel, malondialdéhyde
(MDA) et I'activité de la peroxydase (POD) sont déterminés. Les résultats obtenus montrent qu’en terme de peroxydation
lipidique, les deux espéeces étudiées sont tres peu ou pas affectées par le sel sous tous les traitements. Ceci présume |’action
protectrice des membranes cellulaires contre les effets oxydatifs provoqués par salinité. Cependant, en terme d’activité
peroxydase, une variabilité de réponses est observée. Cette variabilité est fonction de la concentration saline appliquée, de
I'organe et de I'espéce.

MOTS-CLEFS: halophytes, peroxydases, MDA, Na Cl, tolérance, Atriplex, salinité, POD.

1 INTRODUCTION

La salinité est le probleme majeur de I'agriculture [1], prés de 20% des terres cultivées et de la moitié des régions
irriguées du monde sont affectées par la salinité.
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L'étude des effets de la salinité sur la croissance et le développement des plantes et la recherche des marqueurs
biochimiques de stress sont d’une grande importance dans la sélection d’espéces résistantes. la salinité des sols affecte la
croissance et le développement des plantes par la voie du stress osmotique [2], du stress toxique [3], du stress oxydatif [4],
[5] et du déséquilibre nutritif [6] .1l a été démontré que la défense contre les ROS est associée aux stress environnementaux

[7].

Les peroxydases ont été largement utilisées en vue de leur faible co(t, leur grande diversité et leur large distribution [8].
Le malondialdéhyde (MDA) est considéré comme un bon indicateur de la tolérance des plantes a différentes contraintes
abiotiques [9]. Le dosage du MDA renseigne sur I'état de dégradation des membranes cellulaires.

Les halophytes sont des plantes naturellement tolérantes aux sels, utilisées pour des applications économiques,
écologiques, alimentaires et dans la production d’antioxydants et d’autres substances bioactives [10], [11], [12], [13], [14].
Elles présentent un intérét particulier dans la compréhension des mécanismes de tolérance des plantes.

Les atriplex sont des especes largement répandues dans tous les continents a I'exception de I'antarctique. Ces espéces
naturellement tolérantes au sel sont envisageables dans des programmes de valorisation et de la réhabilitation des sols salés
[13], [15], [16], [17]. Ainsi, plusieurs especes exprimant de fortes potentialités de croissance, de prélévement et de stockage
de sel dans leurs parties aériennes sont intéressantes pour la fixation et le dessalement des sols dans les zones arides et
semi-arides [18], [19], [20].

Nous proposons une analyse de la peroxydation lipidique a travers le dosage du MDA et de l'activité antioxydante a
travers le dosage de I'activité peroxydase (POD) chez les deux especes d’atriplex sous I'effet de la salinité.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1  MATERIEL VEGETAL

Les graines expérimentées sont prélevées de deux espéces d’arbustes d’atriplex poussant dans des conditions naturelles.
A. halimus originaire de la ville d’Oran (ravin blanc) et A. canescens originaire de la région d’El Bayad située au Sud-est
d’Oran.

2.2 DISPOSITIF EXPERIMENTAL

L'essai est conduit dans des pots, sous serre controlée, au département de Biologie Végétale de I'Université de Poitiers.
Les graines d’A. halimus et d’A. canescens ont été lavées dans une solution d’hypochlorite de sodium a 1 % pendant 5
minutes puis rincées plusieurs fois a I'eau distillée. Le semis est réalisé sur du terreau en alvéoles placées dans la serre.

L'arrosage des graines est effectué a I'eau de robinet et exécuté sous forme de fines gouttelettes afin d’éviter le
déchaussement des graines. Des plantules dgées de deux semaines ont été repiquées dans un mélange (V/2V) de terreau et
du sable de Fontainebleau).

L'arrosage est a 60% de la capacité de rétention du substrat soit 170 ml de solution nutritive (solution Peters
professionnelle) a raison de trois fois par semaine jusqu’a I’application du stress salin (Na Cl) soit quatre mois apres le semis.
La photopériode est de 16 heures (jours longs) et I’humidité relative de 60 %, sous une température oscillant entre 22 et 24
°C.

23 APPLICATION DU STRESS

Le stress salin est appliqué au 105%™ jour aprés repiquage d’une maniére progressive. Les plantes sont réparties en trois
lots de 3 répétitions par traitement et par espéce. Chaque lot comprend des plantes témoins arrosées a la solution de Peters
professionnelle et des plantes stressées arrosées a 100 mM I'l, 300 mM I ou 600 mM I de Na Cl. Uensemble des plantes
sont arrosées a 60% de la capacité de rétention du substrat. Aprés un mois de stress, les plantes sont prélevées. Les feuilles
et les racines sont séparées, pesées, enveloppées dans du papier aluminium puis conservées au congélateur.

2.4  DOSAGE DE MALONDIALDEHYDE (MDA)
La peroxydation lipidique est estimée par la détermination des quantités de malondialdéhyde selon la méthode de [21].

50 mg de poids secs sont broyés puis homogénéisés dans 2 ml d’acide Trichloracétique (TCA) a 1 %. L’homogénat est
centrifugé a 15000 g pendant 10 min a 4°C. 0,5 ml du surnageant sont mélangés a 1,5 ml d’acide Thiobarbiturique (TBA)
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préparé dans du TCA a 20 % et incubés a 90°C pendant 20 min. Aprés I'arrét de la réaction dans la glace, les échantillons sont
centrifugés a 10000 g pendant 5 min. La D.O est lue a 532 nm a l'aide d’un spectrophotometre. La teneur du MDA est
déterminée en utilisant le coefficient d’extinction 155 /Mm/cm.

25 EXTRACTION DES PROTEINES

L’extraction des protéines brutes se fait en broyant 0,5 g de matiere végétale fraiche dans 20 ml de tampon phosphate
(50 mM, pH = 7). Le broyage est facilité par I'addition d’une pincée de sable fin (sable de fontainebleau). Aprés une
centrifugation a froid de I’extrait obtenu (15 min, 10000 g, a 4 °C), le surnageant est repris délicatement pour une deuxieme
centrifugation (5 min a 13000 g). Les concentrations de protéines sont déterminées selon la méthode de [22] en utilisant le
SBA (sérum bovine albumine) comme un standard.

2.6 DOSAGE DE L’ACTIVITE PEROXYDASE

L’activité peroxydase est dosée en ajoutant 1 ml de gaiacol au mélange composé de 1 ml d’extrait enzymatique et 1 ml du
substrat formé par le tampon phosphate et I'eau oxygénée (22 pul d’H,0, a 30 %, 0,01 N pour 40 ml de tampon phosphate).
L’activité enzymatique est suivie pendants 2 a 3 min et les densités optiques (A = 470 nm) sont lues toutes les 15 secondes.

3 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les résultats montrent une variabilité d’accumulations de MDA, produit final de la peroxydation lipidique, considéré
comme indicateur de stress oxydatifs résultant de plusieurs stress abiotiques [23]. Cette variabilité s’observe aussi bien chez
les plantes témoins que chez les plantes traitées, ce qui met en relief la variabilité intra spécifique. L’accumulation de MDA
au niveau des racines (Figure.1) d’Atriplex. halimus (25,90 umol g"1 MS) a la faible concentration de sel (100 mMI _1), moins
importante que celle montrée par les racines (Figure.2) d’Atriplex. canescens (32,83 pumol g'1 MS) a la concentration modérée
(300 mM I_l), laisse supposer que I'espéce halimus est sensible au sel a faibles concentrations alors que canescens I'est
qu’a des concentrations plus fortes.
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Fig. 1. Effet de Na Cl (100, 300 et 600 mM I 1) sur le contenu en MDA (umol g'IMS) au niveau des organes d’Atriplex halimus.

En terme de quantité et non au regard du stress, canescens présente des valeurs légerement plus importantes
témoignant ainsi des dommages plus prononcés des membranes cellulaires de cette espéce. On peut conclure alors pour
I'instant, que les deux espéces different dans leur capacité de compartimenter le sel au niveau des cellules de leurs racines.
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Fig. 2. Effet d’Na CI (100, 300 et 600 mM I 1) sur le contenu en MDA (umol g'IMS) au niveau des organes d’Atriplex canescens.

Certains auteurs [24], proposent une différence dans la capacité du maintient de I'équilibre hydrique des racines. Nos
résultats montrent aussi une diminution du niveau de MDA au niveau des feuilles des deux espéces, quelque soit la
concentration saline appliquée, cette diminution est fonction de la concentration d’NaCl chez les feuilles d’Atriplex
canescens. chez les feuilles d’Atriplex halimus, elle est plus importante a la concentration modérée qu’aux deux autres
traitements (faible et forte) dont la quantité reste presque inchangée (30,70 et 30,71umol q'l. Une diminution similaire est
observée Chez I'halophyte Cakile maritima, ou le contenu en MDA diminue avec la salinité chez la variété Tabarka [24]. La
méme observation est constatée Chez les lignées transgéniques ( gene AhCMO d’Atriplex hortensis introduit) de Cotton
(Gossypium hirsutum L.) ou le contenu en MDA diminue a 150 mM I d’Nacl [25]. Par contre, ces résultats sont en
contradiction avec ceux obtenus par de nombreux hauteurs [26], [27], [28], [29] chez successivement, le colza, Cakile
maritima, le riz, et le blé chez les quelles, le contenue en MDA augmente avec la concentration du cadmium, de la salinité et
le degré du froid. Récemment, [30] constate que le niveau de MDA augmente chez le cotton (Gossypium hirsutum L.) stressé
au cadmium. Le niveau du MDA invariable semble étre une caractéristique des plantes tolérantes a la salinité et le degré des
dégats oxydatifs cellulaires des plantes exposées aux stress abiotiques est fonction de la capacité des plantes a se protéger
contre les agents oxydatifs [31], [32]. [33]. Selon [34], 'impact du stress salin est plus important chez des feuilles sénescentes
que les feuilles matures ou jeunes de deux variétés (Arper et Aristo) de mais (Zea mays L.), lls relient la meilleure tolérance au
sel des feuilles d’Arper a la capacité de ces dernieres a accumuler des polyphénols, en particulier, les anthocyanines qui selon
ces auteurs, participent efficacement a la restriction des dommages oxydatifs causées par la formation des molécules de
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) [37].

Concernant les protéines totales d’Atriplex halimus, les résultats (Figure. 3) montrent que leurs quantités diminuent
guelque soit I'organe considéré a la faible concentration. A 300 mM, les racines montrent une légére hausse alors qu’aux
niveaux des feuilles on constate une diminution d’environ 50 %. A 600 mM, le contenu protéique augmente d’environ 30 %
au niveau des racines par contre, il diminue légérement au niveau des feuilles (moins de 10 %).
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Fig. 3. Effet d’Na Cl (100, 300 et 600 mM I 1) sur les quantités de protéines totales (mg g-IMF) au niveau des organes d’Atriplex halimus.

Chez Atriplex. canescens, les résultats montrent (Figure. 4) qu’a la faible concentration (100 mM), les protéines ne
présentent aucun changement aux niveaux des racines. Alors que, les feuilles montrent une augmentation d’environ 25 %. A
300 mM, les racines et les feuilles montrent une diminution des quantités de protéines. Cette diminution est plus importante
au niveau des feuilles (environ 30%). A la forte concentration (600 mM), les résultats sont variables, les protéines
augmentent légérement au niveau des racines alors qu’elles diminuent d’environ 40% au niveau des feuilles.

43 7 . M Racines
40 4 Atriplex canescens
’ Feuilles
3,5
3,0

T
25

2,0
1,5

| : T
10 4 I '

05

0,0 + — y L S o

Témoins 100Mml-1  300Mml-1 600 Mml-1

Qantité de Protéines en m gg | MF

Concentrations NaCl

Fig. 4. Effet d’Na CI (100, 300 et 600 mM I™) sur les quantités de protéines totales (mgg'MF) aux niveaux des organes d’Atriplex
canescens.

La diminution de la teneur en protéines totales, au niveau des feuilles stressées au cadmium, est montrée chez le Cotton
[30]. Chez Atriplex. halimus (Tableau.1), une relation inversement proportionnelle entre le contenu en MDA et les quantités
de protéines totales est constatée. Cette relation se vérifie pour I’'ensemble des traitements au niveau de tous les organes.
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Table 1. Corrélations entre le contenu en MDA, en protéines totales et I'activité Peroxydase chez Atriplex halimus

A.halimus 100 mM I 300 mmI* 600Mml*
MDA | PROTEINES | POD | MDA | PROTEINES POD PROTEINES | POD

T T
IR R

Chez Atriplex canescens (Tab.2), cette relation, entre les différents parametres étudiés, est moins visible

Table 2. Corrélations entre le contenu en MDA, en protéines totales et I'activité Peroxydase chez Atriplex canescens

A.canescens 100Mm I 300Mml* 600Mml*
MDA | PROTEINES | POD | MDA | PROTEINES | POD PROTEINES | POD

VL Lt T
Tt T

Chez Atriplex. halimus, les résultats observés (Figure 5) sont variables. A la faible concentration, I'activité POD augmente
quelques soit I'organe. Cette augmentation est plus importante au niveau des racines qu’au niveau des feuilles. A la
concentration moyenne, I'activité POD reste inchangée au niveau des racines et diminue au niveau des feuilles. A la forte
concentration, cette activité diminue considérablement au niveau des racines et davantage au niveau des feuilles.
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Fig. 5. Effet d’NaCl (100, 300 et 600 mM I'*) sur I'activité POD (ukat mg™ g”“MF) au niveau des organes d’Atriplex halimus.

Chez Atriplex canescens, quelque soit le traitement, I'activité peroxydase (Figure 6) est plus importante au niveau des
racines qu’au niveau des feuilles ou cette activité s’annule. A cet effet, il faut remarquer que, I'activité peroxydase augmente
au niveau des racines, en particulier, celles stressées a faible concentration (plus de 30%). Cette activité s’annule au niveau

des feuilles.
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Fig. 6. Effet d’Na Cl (100, 300 et 600 mM fl) sur l’activité POD (ukat mg'1 protéine g'lMF) au niveau des organes d’Atriplex
canescens.

L’étude des corrélations (Tableau 1 et 2) entre les trois éléments étudiés montre qu’une relation proportionnelle existe
entre le contenu en MDA et l'activité peroxydase POD chez Atriplex halimus. Cette corrélation n’est visible qu’au niveau
des racines et feuilles traitées a 300 mM et seulement aux feuilles traitées a 600 mM chez Atriplex canescens. Plusieurs
travaux ont montré que la tolérance au sel est fortement liée a I'efficacité des enzymes antioxydants [35], [36], [37]. Selon
[38] et [39], la tolérance au sel semble étre liée a une augmentation de la capacité antioxydative impliquée dans la
détoxification des especes d’oxygénes réactives (ROS). L'augmentation de I'activité POD en fonction du sel a été observée
aux niveaux des racines et des rameaux de Crithmum maritimum [40]. SOD, CAT et POD, sont des enzymes antioxydants
majeurs impliquées dans I’élimination des peroxydes d’hydrogenes produits aux niveaux des chloroplastes [41]. La variation
aux niveaux des peroxydases est observée chez plusieurs espéces cultivées sous différents stress abiotiques et biotiques tel
qgue chez Opuntia ficus indica L. traitée a la salinité, chez qui, ce stress provoque une augmentation des peroxydases dans les
fractions solubles et ioniques préparées a partir d’écotypes tolérants) [8] chez Limonium bicolor [42], chez Medicago sativa L.
[43], chez Capparis ovata Desf. cultivées sous stress osmotique [44] et chez Atriplex subspicata sous |'effet d’insectes
herbivores Spilosoma virginica [45]. [24] suggerent que les halophytes peuvent étres considérées comme un bon matériel a
production d’antioxydants, ils relient la capacité de production a la localité des especes (les especes de I'étage bioclimatique
aride sont plus productrices). Récemment, [46] montrent que I'accumulation de proline, connue pour son role dans
I’osmorégulation, peut contribuer a I’élimination des ROS chez les halophytes notamment chez Heliotropium curassavicum et
Atriplex stocksii en période séche. Les travaux de [47] montrent que SOD et POD diminuent graduellement avec le sel chez
Arabidopsis transgénique, ils suggérent que Ss APX (stroma ascorbate peroxydase de Suaeda salsa) peut jouer un réle
important dans la protection contre le stress oxydatif induit par le sel chez les plantes supérieures. Récemment, [48],
montrent que les activités des enzymes de défense antioxydants de Broussonetia papyrifera changent en paralléle avec
I'augmentation du H,0, et que la salinité semble étre reliée a la régulation différentielle d’isoenzymes SOD et POD. Des
analyses similaires chez (Panicum virgatum L.) stressée, également, a la salinité indiquent que les activités CAT, POD et SOD
sont plus significatives que celles d’APX, GSH et MDA. Cependant, les résultats obtenus suggerent que les trois derniers
indices biochimiques sont plus sensibles que les trois premiers indices au Na Cl.

En conclusion, la variabilité des réponses intra et interspécifiques a montré que I'intégrité des membranes cellulaires est
peu atteinte chez les deux espéces et davantage chez A. halimus. En termes de quantités, A. canescens est légérement plus
riches en protéines totales qu’A. halimus. A la lumiéres de I'ensemble des résultats obtenus, il ressort qu’il existe des
corrélations entre le contenue en MDA et I'activité enzymatique POD chez A. halimus. L'absence de celle-ci chez A.
canescens laisse supposer que POD n’est pas ou peu impliquée dans la détoxification
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