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Introduction

Dans le cadre du projet “Méécunismes physiologiques de 1 ‘trduptulion  ù lu .e!c&w.w~ ct
rGuli~ wt vuric!tule JX)I~ Ics rc;Kions sèches” Référence CJ~3-21-3011 0/1995,  le Laboratoire  tic:
Physiologie et d’Agrotcchnologies  Végétales (LPAV) de I’Llniversité Libre de Bruxelles
(1 !l.B 1 conduit des recherches d’une part, sur les conséquences du déficit hydrique sur
l’organisation et le fonctionnement de l’appareil photosynthétique, et d’autre part. sur ks
mécanismes  de défense développés par les plantes face à cette contrainte.
I,‘objectif‘ principal dc ces recherches est d’affiner la compréhension des mécanismes
biophysiques.  biochimiques. et moléculaires de la résistance des légumineuses trt~picale~
cultiv?es  j la sécheresse. Les connaissances acquises permettent de proposer drs critkes 1~1115
pertinents utilisables pour la sklection  et la création variétale, en vue de I’anklioration du’ 1~1
production.
Ainsi. dans IL’ cadre des séjours d’échanges scientifiques entre le CERAAS et 1’1 X13. now
avons effectk une mission au LPAV dirigé par le Prof Jean-Paul Delhaye  pendant la période
du 27 novembre  1997 au 26 février 1998. Pendant cette mission, nous avons mene cn
collaboration avec Dr Murielle  Eyletters et Mr Yao Casimir Brou, une expérimentation tw
serre sur le thème : “C ‘onséqtwrtcrs phq:siok)giqucs,  hiochimiqne,~  et molA.wlrrire.~ dt/ &fk.i/
/tg*driqtie  i.‘IlL’C  le nié&  f Vignu trnguictrlucn (L.) Walp cv. Mottride)  et 1~ mil (Pcfnniwitrm
yluuctmt R. Ixekc cv. Sotma 3) cultivés ut1 Sënégul”.

1. Objectifs

A travers  ce séjour de recherche,  on s’est fixé deux objectifs :
o de se familiariser ;lvec les techniques  d’étude et l’appareillage utilisés pour suivre 1~s
pat-amktrcs biophysiques.  biochimiques, ct mol.éculaires  liés à l’état hydrique interne  des
plantes ainsi qu’aux réponses développées par ces dernières (échanges gazeux,  l’activitt!
photochimique. c,smorCgulation, activité enzymatique) face j la contrainte ;
0 d’acquérir des informations liées à l’acquisition, à la fonctionnalité.  et au coût du nouvel
tiquipctment du laboratoire partenaire utilisable dans le suivi de nouveaux paramctres  c-n
milieu réel.
2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel et conduite de l’essai
IX matériel végétal étudié est constitué par deux cultivars  d’espéces vivrit;res  cultivéci ;~II
Sént2gal : le niébc (Vigrw rrn~~trr’ctrlutu (L.) Walp cv. Mouride) et le mil (Penni.wltrm  gluttctmt
K. Lècke c-v. Sotrnu 3)
1.3  culture a t2té conduite en pots dans une serre automatisée de 1”ULB (photopériode : 164 ;
temptkaturè  jour : 20-25”C!‘nuit : 15-20°C ; éclairement : 500-600 yE.m-‘.s-’  : humidik
relative  : 50-75(h). Lt:s pots ont été remplis par un mélange constitué de sable (75.3%). de
terreau (1 ~Yo)  et de vermiculite (5,6%).
IX semis  a t2té effectk aprés 38h de rcssuyage des pots arrosés à la capacik  au champ  ;‘I
raison de .3 graines trait& au Granox par pot pour le niébé et d’une pincée dt: grains pour IL’
mil. 1 ‘n dknariage i un pied par pot pour le niébé et à 3 pieds par pot pour le mil. a éti* réalik
15 jours aprt;s le semis.
~111  cours de I’espérinrentation.  le déficit hydrique a été induit par arr& de l’arrosage des F>t)t<
pour les plantes strcssécs. Les paramètres  étudiés ont été suivis pour des ni\.eau\ de stre5.j
mod&G et skérç respectivement sur les mêmes plantes. Leur cvolution  a Cti 2g;~lement
dPierminPc pendant la phase de récupération marquée par la reprise de l’arrosage.
I .c  dispositif expérimental  était en randomisation totale. 11 comprenait deux facteur : I’e:+k~
(j 2 ni\eaus) et le régime hydrique (A 3 niveaux ) soient 4 traitements. Chaque tr;iitenient  a
Gti’  rPpét2 10 fois soient 40 pots ; l’unit& cspérimentale étant représentt!e  par un pot,



2.2. Paramètres étudiés et techniques de mesure
1 ,cs méthodes ct techniques d’étude utilisées sont celles permettant de caractkriscr  1 ‘kit
hydriciue interne des plantes (potentiel hydrique foliaire) et de suivre respectivement  10s
achanges  gazeux (conductance stomatique, transpiration, assimilation nette). I”activitC
photochimique (fluorescence des chlorophylles), les teneurs en pigments chlorophylliens. çn
prolin&:  libre. et l’activité enzymatique (superoxyde dismutase - SOD - et ascorbatc
perox>“dase - APX -) au cours de la contrainte hydrique.
1,~:s  mcsurcs des différents pammétres  o:nt été réalisées sur la 3;lnC feuille à partir du sonîm&
de la plante. aux mêmes moments correspondant respectivement à des niveaux dc strws
hydriques modéré et s&vère, mais aussi pendant la récupération.
2.2.1. Suivi de l’état hydrique interne
1 .‘t!volution du potentiel hydrique foliaire (11~) a été considérée comme critère d’appreciation
de la cinétique de dkhydratation (niveau de stress) des plantes soumises ti la contrainte
hydrique.  Lc potentiel hydrique foliaire est une grandeur thermodynamique qui caractkise
I’Ctat Cncrgétique de l’eau dans la plante. 11 correspond à la force (énergie) nécessaire po111
extraire l‘eau du tissu végétal et la porter à l’état libre.
I,a presse hydraulique (fübrication  locale. LPAVkJLB)  et la chambre à pression typa
PMS 1001 (Cor\allis. C)regon, USA) onlt  été utilisées pour mesurer le potentiel hydrique (\I~I
respwtivoment  sur le mil et le nié&.  La mesure est destructive et consiste à appliquer une
pression contre l‘échantillon (feuille enti~ttre, bout de feuille) jusqu’à l’apparition du m&isque
C~C  st’\e sur la surface dc section -.-  chambre à pression - ou d’une tache humide sur 1~: papier
buvard ; cette pression compensant la tension à laquelle la sL;ve  était initialement soumise
dans la vascularisation du v6gétaI intact. Ce potentiel hydrique défini par rapport celui dr:
l’eau iw-c libre qui est conventionnellement fixé à zéro (0) sera toujours noté cn valLwr5
négatives.
2.2.2. Suivi des échanges gazeux
I,c suivi des tkhanges  gazeux a été réalis in vive à l’aide de l’analyseur de gaz à inf’rarc~ugc
IRGA (Infrared  Gas :\nalqser)  type LC,42-PLC modèle ADC (Analytical  Development  Ci,.
I.td..  f’indar Road. Hoddesdon, IJK). Cet appareil comprend une chambre de nwsure.  IN
pornpt: j air et un microprocesseur. Son principe est basé sur la mesure  dri taur dr:
photosynthèse par le bilan de C@ des flux d’air entrant et sortant de la chambre de inesurc
4 partir des paramètres fixés (rayonnement photosynthétiquement actif (PAR ). surtàcc
foliair,:).  recueillis  au niveau de la chambre d’analyse (débit d’air. humidité relatite. presGon
partielle de CO:.  pression atmosphérique. température). le microprocesseur permet de calwkr
selon les formules de van (‘acmmerer  ct Farquhar (1981) : la photosynthkse  nette (ymolc
c’0~.11,‘%’ ). la conductance stomatiquc (mole CC)2.m‘2.s-‘). la transpiration foli;kc (rnok
1 I$).m-‘.s“).  le taux dc CON de la chambre sous-stomatique (~1.1~’ ou pmole  CO~.mT’.sU’).
I ,cs m~surcs  sont effectuCes  dans une pièce du laboratoire où le rayonnement convcnablc  pour
l1 la ri:alisation  des échanges gazeux est fourni par des latnpes (400 watts) qui Gmettcnt I~II~:
lumière d’intensité modulable  à l’aide d’un filtre.
2.2.3. Suivi de l’activité photochimique
I .a Hwrescence  chlorophyllienne s’effectue pendant la phase claire de la photos> nthésc ~II
wurs des transferts  dc i’éncrgie d’excitation entre les molécules de chlorophylle ;L, ct rcstc
koitcmcnt Ii& à I’actikité photosynthétique des plantes. Elle constitue MI pr~~ccw~s tir:
dkactivation des pigments excités qu,i  entre en compétition avec la photochirnk  ct I;I

dissipation thermique.
1% et’fct.. en conditions optimales. les quanta de lumière absorbés par les pigments
i~hc~toc,~ntll~tiClllt’s  soirt cn ma.jorité utilisés par la conversion photochimiqw  (6.5%). ;t!orq
qu’une fkible partie I 3 i 5%) est ré-émise sous forme de fluorescence rouge li proche-
infrarouge et de phosphorescence ou dissipée sous forme de chaleur -- non radiative  - (20 ;\



250 A). 11 apparaît anlsi que  la transformation de l’énergie lumineuse en &wr!je  ~~himiquc IIC
s’effectue pas avec un rendement de 100%.
I)~I ailleurs.  une forte relation existe entre ces différentes voies de d&activati~~n. lzors ii11
ral~:ntissrmen~ de l’activité photosynthétique par les stress envir~~~~~~en~~nti~~~~ ((iGti~ it
hytlriquc, déiïcicncc minérale, toxicité, hautes et basses températures.  fortes luminosités..  1.
on obww une accroissement des formes dc dissipation autres que Ic transfert d’6lc~*tr~~~.
C’est ainsi que l’augmentation de I’Cmission de fluorescence chloropl~ylli~nnr, pcrnlct
d’indiquer une pçrttuktion de la dissipation d’knergie par photochimie.
Le signal de !luorescencc est d’un intérêt kophysiologique réel par sa facilit; du’ mcsurc 111
\Vi\,0  et sa richesse en information sur l’activité photochimique notnmmcnt ccllc  du
ph~~tosystkme II qui est le plus sensible aux contraintes elivironnementa?les.
2.2.3.1. Principe
Lcirsqu’on illumine une feuille préalablement  adaptée à l’obscurité. on enrcgistrc  une: émissL)n
de fluorescence qui varie avec le temps d’illumination. Ce phénomène est connu sous Ic :ICI~
d’c&/ Kirut.$~, et peut être matérialisé sous forme graphique dite courbe d’induction1I

1. igure 1 : Reprksentation  schématique de la cinétique de Ouorescence  çhe~ les LC~VI;IIIY
chlorophylliens.
On distingue deux phases :
- une montée trt:s rapide de fluorescence (1 à 2 secondes) ;
- une descente iente (10 ZI 15 mn) correspondant à une extinction ou ~zw~~*l~ir~,~.
Ix lien entre les différentes phases dc cette variation de fluoresccw:  et I’actlwté
physiologique des plantes a été établi.
0 : correspond à une mesure de la distribution initiale (Fo) de l’énergie d’excitation ainsi cl~.~
de l’efficience de la capture d’énergie au niveau du PSII. Tous les centres r~actionnels  du I%II
:,ont ou\‘erts et les accepteurs d’électrons QA sont à leur niveau maximal d’oxydation.
9-I : correspond à une réduction des accepteurs primaires d’électrons Q,, cn équilibre ~LXX: (jIS

et une accumulation de QB sous forme PQH2.
1-I’  : traduit une accumulation de (jA- et de QaLS.  La fluorescence est au maximum krsquc  le
pool de PQ est rkduit.
P-I : indique l’extinction de fluorescence dite phase lente. Il y a activation & la c;lpaciré de
u-ansfert d’6lectrl:)ns au niveau du PSII et activation de la chaîne complète. C’cttc  phase lente
aboutira à une stabilisation de l’émission de fluorescence correspondant à l’état stationnaiw.
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A partir  de points remarquables de cette cinétique, on déterminera les paramktrcs  quüntitatik
caractk-istiques  des réactions photochimiques et non photochimiques de la photosynthkse qui
permettent  de caractériser l’état physiologique de l’appareil photosynthétique.
411  cours de ces travaux, nous avons utilisé les deux principaux appareils permettant
actuellement d’étudier la cinétique de la fluorescence : les analyseurs PETA (Plant Eflicienc!~
(i\nalyier.  Hansatech) ct PAM (Pulse Amplitude Modulation, Hansatech). Ils autorisent
wpectivement.  Ics  mesures  de la fluorescence rapide (excitation des chlorophylles), et à la
fois dc la fluorescence lente et rapide (excitation-désactivation).
2.2.3.2. Description des appareils
l Le Pulse Amplitude Modulation ou PAM
c’c fluorimètre  foncticwne avec une lumière modulée et une lumière blanche actiniyue  IICV~
modulk, il comprend une photodiode émettrice rouge pour exciter la fluorescence, ct dont les
longutws d’ondes (environ 630 nm) sont absorbées préférentiellement par Ic PSII. Ilne
photodiode réceptrice munie d’un filtre rlouge (environ 700 nm) permet de dét.ecter la IumiPrtl
Je longueur d’onde sup&ieure  à 700 nm et correspondant à la fluorescence ré-Gmise par la
feuille,  L’appareil se ct.mplète  d’un oscilloscope et d’un enregistreur à papier, et ne pertnet qut:
des observations au laboratoire.
C’ette  technique de mesure  constitue une référence pour les mesures et Ics  titudes de !a
fluorescence des végérauu.  Elle s’appuie sur les travaux de Schreiber (1983). Je Schrciber  c’t
~1. (1086). et dc Schrciber et Rilger ( 1987) à qui revient la conception du prototype du

tluorimt:tre  modulé. Elle  permet l’analyse des paramètres de la cinétique compléte  (rapide ct
lente) de la fluorescence des chlorophylles.
Elle consiste j mesurer la fluorescence  des feuilles excitées par une faible 1umit:re ,malytiquc
i~k&~ (PI,) - suffisamment  faible pour ne pas provoquer de variations de l’état fluorcsccnt --
tt à mcsurcr I’accroisscmcnt de ce signal analytique lorsqu’on lui superpose unt’ forte Eumikc
<aturantc (SP). Cet accroissement est ensuite mesuré en présence d’une lumière blarrchc
.Ictiniquc (Al,) non modultie  et d’intensité variable servant j induire la cin&luc dtr
Uuorescence chlorophyllienne (Figure 2). 1.e terme de cette mesure est marqk par une rt$
,)x)da~ion compkte  des quinones  obtenue en appliquant une lumit’re rouge-lointain (FR) qui
excite  préférentiellement le PSI.

Cette courbe présente des points caractéristiques que sont :
” F,)  = intensite  de 1;1 fluorescence  initiale à l’état adapté à l’obscurité et correspondant à ia

fluorescence  des antennes avant tout processus photochimique (tous les centrcs
réactionnels ouverts) :

)) Fb,! - intensitti de la fluorescence  maximale à l’état adapté à I’obscuritè et correz?pondant IL
la réduction maxinralc  du pool de quinones  (tous les centres réactionnels fermk) ;
Fli! - intensitc  de 1:~ tluorescence  initiale lorsque tous les centres  réactionnels sont ou\crts
à n’importe quel état adapté à la lumière ;

” p,, ” intensité de la fluorescence maximale lorsque tous les centres rkactionncls  son!
fermés à l’état adapté à la lumière ;
1:‘ = intensitG de la fluorescence  à l’&tat stationnaire (stcuufr~  stutc) qui déf?nit  la période
durant laquelle I’inrcnsité de la fluorescence ne change pas: a.lors que les conditi<bns resteno
constantes ;

_i 1: LI intensité réelle dc la fluorescence k n’importe quel moment :
I‘, = intensitG de la fluorescence  variable maximale (FM-Fo), Gtat oil tous les proccsws  ~VII
photochimiques sont à leur minimum :
F’, - intensité! de li.1 fluorescence variable maximale (F’LI-F’,))  à n’importe quel Ctat adapte
à la lumikre.



Ct:t appareil nous a egalemcnt  permis de suivre l’activité du PS1  en déterminant le
pourwntage  de P7OC) oxyde (P700’)  qui constitue un indice d’efficacité du transfert
d’çilecrrons. Pour cela. la variation d’absorbance est mesurée entre un niveau minimum et 1~1

nit;eau maximum respectivement en prèsence de AL (AAmin) e t  de  FR (A:I,,,;,,),  I.e

pourcentage  de P700’ (%P700’)  est donné par le rapport : %P700t  = (A.41,11,,I~A,llil~ I x 100.

-

Figure 2 : Courbe d’induction de fluorescence de la chlorophylle a enrcgistrtie  avec le
fluorimétrc ü lumiére  modulée ou PAM (Puise Amplitude Modulation).
e I,ç Plcrnt ~f~icienc,v Jndmcr  ou PEA est un appareil portable qui autorise une utilisation
au !ahoratoirc  comme au champ. 11 est constitué d’une boîte de contrôle munie cl’lm

microprocesseur.  ,et d’une unité sensorielle qui émet de la lumière rouge saturante
(6.50 rm!650  IV.~--) pr&rentiellement absorbée par le PSII. Ce microprocesseur permet 1~
calcul et le stockage des données. tandis que la source lumineuse constituée  de 6 photodiodw
assure l’illumination des plages de feuilles préalablement adaptees  à I’obscuritG (ouvertun:
maximale  des centres  réactionnels)  et dktecte à l’aide d’une photodiode réceptrice associèe ;i
un amplificateur. les signaux de fluorescence induits.
1.a prcrrnikre étape de la mesure consiste à placer le clip sur la Ceuille de m;ïniCrc (1  adapter k.1
surface-test à I’obscurit6 pendant 30 mn au moins : l’objectif étant de permettre une Ouverture
compl& dc tous les centres réactionnells. Dans la seconde étape. il s’agira d’illuminer cette:
wrfac+test par un fliish de lumière rouge, et de digitaliser à l’aide du microprocesseur. la
cinétique de tluorescencc  (Figure 3) qui fait suite à la saturation des accepteurs cl’clwtrons.

t:igurc  3 : (‘ourbe ct’induction de fluorescence de la chlorophylle a enregistrk avw IL‘
fluorimt:trc  à lumière non modulée PEA ‘(Plant Effïciency  Analyser).
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(-‘et appareil permet l’analyse des paramètres de la cinétique rapide de la fluorescence des
chlorophylles.
2.2.4.  Suivi de l’activité enzymatique
Dans les conditions normales de croissance, les plantes (et autres êtres vivants atirohiquc~~
libérent  des produits toxiques dérivés de l’oxygène. Les agents de stress v&$tal  les plus
rtxiout&  et les plus répandus sont les espèces actives de l’oxygène (EAO) qui posstident  unv
plus ou moins grande réactivité et agressivité vis-à-vis des structures membranaircs
{lipidiques et protéiques) et/ou nucléaires de la cellule animale ou végétale ; a moins qu’cllcs
<oient immédiatement  eliminées  à leur :site de formation (Fridovich. 1974 : Elstncr.  1983 ;
Wise et Naylor. 1987 : Foyer. 1994). Cependant, le stress peut accentuer la IibGration des
T’AO par rupture de l’cquilibrc entre leur production et leur élimination. A terme. les systèmes
seront d+assPs.  ce qui entraîne  une destruction irréversible qui met en danger la Vic de ct:s
êtres.
Selon fHalliwell ct Gulteridge  (1989). les oxydants dérivés de l‘oxygène les plus connus sont
IL’S  &~IX  -formes de I’cbxygène singulet que l’on note ‘AgO? et ‘Cg+01 ; le radical srlpcro\yde
rOl.-) Ltt son acide faible conjugué le radical hydroperoxyl (HO.:)  ; l’eau oxygén&  (1 i?Ol) ct ‘It:
radical hydroxyl (‘OH’I  Toutefois, les organismes ont acquis des systèmes de défense contre
ces esl&ces  activées dc l’oxygène au cours de leur 6volution.
La superoxyde dismutase - SOI) - (EL 1.15.1.1) est un enzyme clé qui constitue la premi&
ligne de défense contre la toxicité de l’oxygène et catalyse la dismutation de l’anion
;uperc;xjde  en oxygène  molPculaire  et en eau oxygenée (McCord  et Friclovich, 1969). ~;II
Jirninnant  la concentration à l’état stat.ionnaire du radical superoxyde, la SOI> protège ?a
cellult~ des effets nuisibles de ce radical et des autres espèces réactives de l’nxygtine  qui CI~
;l&ivent  (Kanematsu  ct Asada, 1994). La SOD est une métalloenzyme à deux sous-unit& de
rn;jme taille (16000 kl)a)  liées par un pont bisulfïte  (Fridovich, 1974). Les trois types CO~~LS
Je cet enzyme  SC distinguent par leur groupement prosthétique métal pouvant &re constitu6  dc
mangant:se (Mn-SODI.  de fer (Fe-SOD)  ou de cuivre et de zinc (CuEn-SOI>).  A partir  de
leur ct)mportement  vis-i-vis de certains inhibiteurs. Rowler et (11. (1992) distinguent : le type
(‘u1’Zn-SOD sensible au KCN et à l’HlO:!. le type Fe-SOD qui n’est sensible qu’a 1’1.l,O?,  ct le
type Mn-SOD insensible aux deux inhibiteurs.
l a detoxication  des mdicaux superoxydes par les SODs produit de l’eau ox>@Ge  qui o;t
-lussi 1111  poison pour Il:s structures membranaires (Bowler et tri.. 1992). L’txu  ox~pmé~  est
IliminPc  par la catalase  ct par l’ascorbate pcroxydase - APX - (Mittler et Zilinskas.  1994).
1 ‘CfficacitG de la r&istance  de la plante aux radicaux superoxydes et à leurs JèriGs sera
fonction dc l’aptitude de la plante à Pro#duire en quantité suffisante, et à tempa opportun 11:s
inniyn-res de d6toxication  (S()D,  APX. glutathion-réductase. . ..) lui permettant de SC

débarrasser rapidement de ces entités toxiques.
I JIW  connaissance de l’tivolution  de l’activité et/ou des isoformes de SOI> au cours tic
l-induction du déficit h>drique permettrait de comprendre le niveau d’implicatic>n de C~*C;
~t~~~mes  dans la physiologie dc la résistance au déficit hydrique. Il serait Qalement eltilc du
rechcr&cr  la relation pouvant exister entre l’activité de ces enzymes et I‘ct‘GcacitG  de la
photosynthése  en conditions de déficit hydrique.
2.2.4. E.  Activité superoxyde  dismutuse
I.‘;.rcti:S  cn~>matiyulr  des isoformes de superoxyde dismutase a Gté évalu& Li partir dc gel”;
llnidinlensionnels  non~&naturants  de bis-polyacrylamide (1 29) de 16% selon le prc~col~  tic
13cauchamp et Fridovich i 197 1 ) modifié par Mauro c~f ctl. (non publié) (voir annc*sei.
1 ‘acti;S superoxyde dismutase a été déterminée par la technique de coloration nGgri,ti~‘~
-rSce JUS.  différences  de couleur des formes réduites (jaune) et o,xydées (mauve) du h1e1.1  tic
t&raz(~lium Witrobluc  Tetrazolium  : Nl3’1‘).  L’identification des isoenzymes  a &G possible
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g”ce 11 l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques avec une légère modification : 0,: M KCN pour
Cu/ZnSOD,  0.5 M Hz@ pour Cu/ZnSOD et FeSOD.
2.2.4.2. Activitt;  ascorbate peroxydase (APX)
AII cours de notre expérimentation, le dosage de l’activité ascorbate peroxydasc a &è r‘ffwtu2
seton le protocole de Mittler et Zilinskas (1994) (voir annexe).
2.25 Dosage des chlorophylles et des caroténoïdes
Des disques foliaires de surfaces connues sont prélevés à l’aide de l’emporte-pièce puis
hroy& au potter dans 3 ml d’acétone 80%. L’extrait est centrifugé à 10 000 trimin pendant
1 minl.rte Le surnageant est prélevé. et la lecture de l’absorbante  (A) faite aux longueurs
d’onde suivantes : 470 nm, 646 mn. 652 mn, 663 nm et 750 nm.
1~:s teneurs çn chlorophylle a (Chla). chlorophylle b (Chlb). chlorophyl
(C’hlaLC‘hlb) et carottinoïdes  (C~+C) ont &é calculées et rapportées à la. surfaçc pr&~Qe
(rng.m-‘) selon Lichtenthaler  et Wellburn (1983) à partir des formules suivantes :
Chla = 12,21xA663  - 2,81xA646
Chlb - 20,13xA646 - 5,03xA663
C~+C = (1000xA470 - 3,27xChla  - 104xChlb)/229
2.2.6. Dosage de la proline  foliaire libre
Pour Gsister  au stress environnementaux. certaines plantes sont capables de maintenir  des
pressir)ns  osmotiques élevées dans leurs cellules. Cette augmentation est due à une
accun~ulation de toute une série de substances osmorégulatrices et osmoprotectriccs  (polyols,
acides aminés...).
h-t-ni tous les amine-acides  présents chez les végétaux, la proline  est celui dont la synthCw
est la plus importante  cn période de stress (Rarnett et Naylor.  1966). Elle joue un rOk
d’osm,)r~Culateur  de la turgescence cellulaire (Field, 1976) et d’osmoprotecteur des enzymes
cytoplasmiques  (Pollard  et Wyn Jones, 1979).
Pendant l’extraction, l’échantillon (0,s g de feuille) a été broyé dans 10 ml d’acide
sulfosalicylique  3%~ puis filtrer à l’aide d’un papier filtre Whatman no?. Par la suite. 2 ml de
cet extrait filtrat  ont étt! prélevés pour le dosage qui a été effectué suivant unct technique
adaptce de Bates et al. ( 1973) (protocole en annexe).
3. Résultats et discussion
3.1. Paramètres caractéristiques des échanges gazeux
f’cndant la période d’induction du déficit hydrique, le suivi des variations des param&res  Ii&
illIN Ichanges  gazeux des plantes (conductance stomatique, transpiration foliaire.
photo:\ynth$se nette et concentration  sous stomatique de CO?) a été t-&alisP en liwztiou du
niL.catl dt: stress. et les tableaux 1 et II pr4isentent les résultats obtenus chez les deux espèces.
Table;lu 1 : E\~olution des parametres  caractéristiques des Pchanges gazeux chez lï,y~~/

Phase de défïci



8

r-

PN -?,9  -I 0,7 0
~-II -- - -_.---

4,11.0,9 1,3 Ik 0.3 6+2 41
(pmol.m-‘.s-‘) rt 2.1

CO2  int (p1.K  ) 23  +39,4 581 + 19,3
~--

334.7 379,3 36.5  $r 19.1 h417,7;?

_---A-~  - f. 25,4 5 17.5 --A-__--._._-

~l‘ablei~u II : Evolution des paramètres caractéristiques des échanges gazeux chez ftJ\mise/um
gluucum  cv. Souna 3.

_----.-

/

l_-.-
s,3  IL  0.4 8,l f 0,9

- - -
341,3 2 376 I!I 51.1

i-.- .-.-- --.- -._ _---_

i ,c tableau  I permet de montrer que I’?gna zrnguic’zrluiu manifeste une diminution dc Id
conductance stomatiquc  (Gs) qui traduit une fermeture rapide des stomates suite à une l+$rc
baisse (stress hydriqw modérk) avec Gs qui devient nulle. Cette fermeture des stomatcs induit
une ftcrtc  rkduction dc la transpiration (Tr). Toutefois, il apparaît que malgré cette fermeturc.
‘1-r  ne ;‘annule  pas ; ce qui laisse supposer l’existence d’une transpiration cuticulaire.
PurallL;lement à cette fcrmcture  stomatique, on note d’une part, une forte baisst: tic 13
photo~;ynthèsc  nette (Pn) qui peut aboutir à un arrêt du phknomène.  et d’autre part. une
augmentation  dc la teneur  en CO2 intercellulaire (CO2 int). Cette augrnéntüti0n  pourrait
d’ailleurs ètrc duc à UIC” dénaturation des enzymes responsables de son incorporation pendant
la photosynthése  (ex : Elubisco -- niébé - et PEPC - mil -).
Par ailleurs.  il faut souligner qu”après cessation de la contrainte hydrique yui se traduit par une
du potentiel hydrique des plantes  précédemment stressées, Pn et Gs des plantes  pr&Qdcmment
stresstics  tout en augmentant. restent infkrieures  (rkupération incomplète) à celles (les plantes
t6moins qui ont touejours ét& bien alimentées en eau : de même que la concentration de CO- int
qui rtuste plus élevtie  chez les plantes qui ont subi le stress. Ce constat permet d’kmettp:
I’h~pothL:sc d’une altération partiel de l’appareil photosynthétique (stomates et mcml?ranes}.
(‘1.~~  ie mil. le tableau II révkle que sous l’effet du déficit hydrique marqué par unt: baisse de
potentiel hydrique foiiaire.  Cis et Tr baissent significativement : même si ILY sttlmatcs ne
~cmhl~nt pas montrez une fermeture complète. Concomitamment.  Pn accuse uns rt.!duci.icw

trks nrarqutk  mais ne <‘annule que pour un stress marqué (1~ ==  - 1.77 MPa). et la concentration
dc (I’( ~2 int augmenttb rapidement et double quasiment chez les plantes strcskcs  pour 1~1

deficiat h>driyuc sé\2rc  (II/ = -1.77 MPa). En outre., après la reprise de I’arrosagc.  les plnntcs
nwntrcnt  LHIC  rkupération complète avec Gs, Tr. Pn, et CO: int qui retrouvent des valeurs
similaires A celles  des plantes témoins qui ont été toujours bien alimentées.



Globafement,  le niébé montre une chute plus rapide (peu après l’arrêt d’arrosage) ct
relativement  plus importante de (is, Tr et Pn par rapport au mil pour PAR et ‘I’f relativement
kckins.  D’autre part, orI note chez les 2 Iespèces. une accumulation de CO? qui cependant. est
plus forte chez le mil (pt-tis  de 2 fois).
4prés  la reprise de l’arrosage, le tnil manifeste une meilleure capacité de tkupératicm
(tkupèration plus complète). Cela suggère pour la variété de mil Soww 3 érrtdièe. une
CapacitC de mettre en :xuvre des mécanismes de protecliion et/ou de réorganisation des lésions
provoqukes par la contrainte hydrique.
3.2. Evolution des paramètres de la fluorescence chlorophyllienne
f+wr analyser la réponse au stress développée par chacune de ces 2 espèces. les par;rmL;trcs de
la fluorescence chlorophyllienne suivis sont notamment : le rendement quantique maximal du
PS II adapte à l’obscurité (Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm).  le rendement quantique rkl du PS If
(Fv’/f t~~‘=~(I~~~~‘-f~o’)/I~t~“). le rendement quantique photosynthétique du transport non-
cyclique d’électrons dans Ic PS II (AF/Fm’ = (Fm’-Fs)/Fm’),  les coef’fïcients  d’extinction
photor:hitnique  (yP = ( f:rn’-Fs)/(Fm’- Fo‘)) et non-photochimique (qNP = l- ((f:m’,- Fo’)/( Fm-
f:(,b))) de la fluorescence. et le pourcentage de P700 oxydé (P700’&).
- F\ ‘Frn renseigne sur l’efficacité de la capture de l’énergie d’excitation par les cetrtrcs

réactionnels  du PS II ouverts à l’obscurité.
_ I:L ‘Em renseigne sur l’efficacité de la capture de l’énergie d’excitation par les cenlrcs

rtkctionnels  du PS II ouverts à la lumière.
- AI‘IFtn’ exprime l’cffïcacité du transport non-cyclique des électrons dans le PS II.
- le coefficient d’exlinction photochimique (qP) est lié a I’&at rédox du premier accepteltr

d’électrons CC&,)  du PS II et traduit implicitement l’importance de5 C\$nements
photochimiques dans ce photosystème.

- le cocftïcient  qN1’. il traduit l’importance des événements non-photocl?imiqu~Is tels que
I’Ctnission de chaleur.  Kmission  de lumière sous forme de f luorescence OU de
phosphorescence cht Ic transfert d’énergie entre les deux photosystèmes par spilltwcl~.

- 1.~ 1’700’ est lié 5 l’état rédox du photosystème 1 (PS 1) accepteur d’électrons venant du
f% II., ct y traduit implicitement  l’efficacité du transport d’électrons.

32.1.  Rendements quantiques maximum (Fv/Fm)  et réel (F’v/F’m)  de la photoehimie du
PS 11
f.cs figures 1 et 2 donnent I’Cvolution du rendement quantique maximum ( FvYm)  et du
rendetncnt  quantique rCel (F’vK’m)  en réponse au déficit hydrique. Il apparaît qut’  FI /Fm t*st
peu ai‘fcct6 (-1 à -4%) même en condition stress sévère ; le mGme niveau d’inhibition 6tant
crbtetlrl chez les 2 espkces.  avec un retour à une situation quasi normale aprL:s  reprise tk
l’apport d’eau.

0 Fv/Ftn
1  .WJ

t-1 F’v/F’m fa@ q qNP

Figur(: f : Evolution du rendement  quantique tnaximum (Fv/Fm),  du rendement quantique rkcl
(F’\‘/f”m). des coeffïcicnts  d’extinction photochimique (qP) et non photochimkfue  (qNP) clw
! i.i,rtcr ,,l  :;r<,L  triirttr / ‘i‘ tlorlrr~lc~  ! thclin  xi-0sC  S M  =  slrcb\  modéré  : S S  = stress  s6rbe  R.  = rfktipkitiom
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l:igur~o 2 : Evolution du rendement quantique maximum (Fv/Fm),  du rendement quantique rkl
(]:‘~!‘k’m), des coefficients d’extinction photochimiyue (qP) et non photochimique (qh’P) Chc7
Pcnnisefum  gluucum  ~7’. Sounu  3.
‘1 t&oin  arrosé : SM =c  ,jlress  modéré : SS = stress sévère ; K q : récupération.

(.‘c  p;lrümètrc qui traduit l’efficience photochimique des feuilles adaptées à l’olwurit2 ne
çhangc pas donc pas significativement pendant le déficit hydrique par rapport au rendement
yuantrquc  rtkl de la photochimie du PS Il (F’v/F’m). Ce dernier qui caractérise l’efficietw
photwhimiyue des centres du PS II ouverts  en présence d’une lumière actiniyue montre chez
1 ‘igw unpicdtrttr  c Il. Mozrride,  une inhibition déjà pour un stress modér2 (-lO?/o) . c’t
ti)rtetnent  accentuée (-43%) ü partir -1 ,l MPa. Cette inhibition notée au fur et A mcwre  yue Ic
potcniicl hydriytte  ha:w: a 6té observée chez Pcnnisctum  ghcurn cv. So~rnc~  3. rn?mc si clk
est plus taible  (7 à 13 ?G).
II rcs>ort ainsi qu’au cours du stress, la capacité de capture de l’énergie lutnineuse est plus
dlèct2~~  chw I,‘ignu rqyic~~tltrta  cv. Mowide  que chez Pennisetum  ~ILIULW~  CT. 5hmr  3. avec’
une rkupération inwmplète après la reprise de l’arrosage. Par ailleurs. le maintien d’un
rcndcmcnt quantique maximum de la photochimie du PS II chez les 2 espèces au cours du
dcifïcit hydriyue pourrait expliyuer,  en partie. la poursuite de l’assimilation du (‘0~ même  5‘.
c’est acec une plus faible photosynthèse nette.
3.2.2. Coefficients d’extinction photochimique et non-photochimique de la chlorophy Ile a
Sur 1~s  tigurcs 1 et 2. on peut remarquer que le coefficient d’extinction photochimique  dc la
chlon~phylle  a du PS Il (qP). essentiellement fonction de l’état rkdox du prcmiet ncccpttw
yuinoniyue  d’électrons (QA). est inhibé suivant une cinétique semblable (-30%) chez les 2
c>,pL;ws  pour un stress kvL;rc. Cependant, il apparaît que l’inhibition signil-ïcalive  dc yF’
wmblc  intervenir plu:; t6t chw Penniseizm~ glnuczan  CV.  Soww 3. puisque. déjA pour un çtrcs:.
nlod2rC. ce paramttre  est. réduit de 30%. Cette inhibition correspond à une accumuiation  Je la
1;1rmc  kduite de l’accepteur primaire d’électrons (Qh) du PS II qui n’est plus reoxydic  .tu
cours du stress.
Qunns ii11 coefficient d’extinction nom photochimique (qN.P). il montre  unlo cirhiyuc
d’aw  ~9isscmcnr (con,espondant A une amplification des événements non phc9to~liiIniqu~~‘s  b
semhtablc  chw les 3 cspt;ces,  et ceci quasiment (5 à 8%). pour les 2 niveaux de cwntrGntc2,
;rppliyuCcs. Il convient  kgalement  de souligner que ces 2 paramètres révèlent une tendatw :L
un rc*.our  A l’t?tat initial lorsyue  les conditions hydriyues redeviennent f’avorahles. incliyucr,.G~
une rkxydation de QA- chez ces plantes.
C.‘c  rkultat cicndrait  confirmer la capacité de reprise de l’activité photosynthtJtiyut:  obser\G:  5
partir clc la photosynthk  nette (Tableau 1 et Il). meme  si celle-ci semble cll’cctivc chez
rt:>Plll!‘.~i~tlli?l  g1mc1iin  (‘1’ S’owal 3. Cette observation  impliquerait ainsi la mise w oc”u~r~’ &:
tntkakmes de protection etiou de régulation chez ces plantes.
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X2.3. Rendement quantique photosynthétique du transport non-cyclique d’électrons
dans le PS II (AFIFm’) et taux de P700  oxydé (P700’ )
i .efs figures 3 et 4 présentent l’évolution de AF/Fm’ et P700f  au cours de l’induction du stress
ç hez I ‘igntr  tmgttict~l~~t~~  cv. Mouride  et Prnnisetimt  gluucum  cv.  Sotmtr  3 respectivement. If
apparaît que le rendement quantique ph.otosynthétique du transport non-cycficfue cf’éfectrons
dans k I’S II (AFiFtr’) qui exprime la probabilité pour qu’un photon absorbe par IL‘ wntrc
réacticjnnel du PS II déplace un électron au-delà du premier accepteur Q,. n’est
significativement affecté (baisse) chez Signa  ungtticulata cv. hlozrride  que pour un niveau de
stress  sévère (11)  =y -1 .l MPa) (Figure 3), mais retrouve celui des témoins après une
rkupcration qui suit ‘~a  reprise de l’arrosage. Par ailleurs, la figure 4 permet de c‘olrstitter  cyx

chez P~wnisettrm  g/uwt/m  CI*. Sot~na  3 cette diminution de AF/Fm’ se manifeste tfe manière
plus accr:ntuCe déjà pour un stress modéré (w = -0,78 MPa), et se poursuit pour un wess
s6vèrc (11~ - -1.77 Mf’a). Cette espèce révèle également une bonne capacitk de rti-cupération
suite au stress qui SC traduit par le retour à un AF/Fm’ similaire à celui des plunies  bien
arrosees.
IYautle part. if ressort de ces figures 3 et 4 que la forme oxydée du P700 ~‘accumuft‘
(accroissement de 10 a 15%~ au cours cfu stress hydrique (1~ = -0.85 MPa et 11’  = -1.1 hlPa)
chez t ‘i‘qw zrngtticwlut~:t  L*V. .2huridc, et traduit une inhibition du transport d’klectrons dans le
f)S 1. donc de fa rédwtion du Col. Cette inhibition pourrait d’ailleurs être mise en relation
a~*ec fa chute très marquée de la photosynthèse nette (Tableau 1). Pour ce param2tre.  cette
cspkc affiche une bonne capacité de récupération.
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I’iLyT  3 : Evolution du pourcentage de P700t  et du rendement quantique photo~yntfktiquc  cfu
transport non-cycliqut:  d’electrons chez C’igna  tqyiculatu  cv. Motrride.

1‘ tthioin  ami;2 : SM = mt’ss  modéré : SS = strtx sévère ; R - récupération.
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I.‘i-url~  -l : Evolution du pourcentage de P700 et du rendement quantique photo~!.ntflCtiquc  du
transport non-cvcliquc: d’èfectrons chez Pertniscttun  glcrtcctrm  01. Sotmu  3.

1’ thwin  arrwé : SM -= :tre!,s modéré ; SS = stress sévère : R --- récupération.



(‘omparativement  à I ?<qn~c qyiculuto  U. Motwick, la figure 4 montre que chez I’ènnise~lltt?
r;rl~wci~rn cr S’o14m1  3 ce paramètre reste quasiment insensible au déficit hydriyuc.  (‘ette
particsllarité  pourrait wntribuer à expliquer la capacité à maintenir la photosynthb;se  nette 3
des niveaux  relativemwt intéressants not.ée chez cette plante (Tableau II).
(‘ompte tenu de ces rkultats sur la cinétique de la photochimie au cours du stress d’une parr.
ct de la nature des centres réactionnels  du PS II essentiellement constituks  de complrxcs
pr<Giilues  d’autre part. l’étude de l’expression des protéines essentielles impliqwks dans IL‘
fonctionnement de ce< centres pourrait certainement aider à mieux appréhender les aptitudes
et les mécanismes de défense de ces plantes.
3AEvolution  des pigments photosynthétiques et de la teneur en proline  libre
3.3.1. Teneurs en pigments photosynthétiques
L’cvolution de la teneur des pigments photosynthétiques (chlorophylles a et b. ct
carotk-wïdcs) a &é suii  ie au cours du stress hydrique et pendant la phase de rkupkation  ch(:.[
I $pi  tarpicwlutu  CI’, k?ouritle  et Peiu7isetum  glcwum  cv. Sowzu  3. Les figures  5 ct 6
donnent les résultats c-“btcnus.  et révèlent que la teneur des pigments impliquk dans la capturer
de l’tkrgie lumineuse diminue en condition de déficit hydrique chez ces 3 espèces.

-0.65 MPa

T SM ‘T SS ' T

-0,62  MPP

LEIl CHLa+b W C~+cl
-0.62 MPa

k‘iyurt 5 : Evolution dc  la teneur en pigments chlorophylliens au cours de l’induction du SIX~~
ct pendant la phase de récuptkation  chez Vigne  unguiculntu cv. kfowitk.

1’ thmin  arrosé  : SM = dress modéré ; SS = stress sévère ; R - récupération.
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I:igurc 6 Evolution d; la teneur en pigments chlorophylliens au cours de I’inductien du stress
:t pendant la phase de rticupération  chez Penniselutn  gluucz~rn  ~‘1’. SOU~L~  3.
I tsmoin  arrosé : SM = stress modéré : SS = stress sévère ; R = récupération.

f”t:st ..iin.si qu’on a pu constater une baisse de la teneur en chlorophylle a (ChIa) CI L-II
chloroph\~lles  totales (Chia-t-b) induite déjà par un stress modéré (Ma : -26% chez  ~‘ignu et
74% chez P~tn~isetuttt  : Chla tb : -25?4 chez ViAwu et -33% chez Pennisctuttr), et qlii
<‘accentue pour une intensité plus forte de ce déficit hydrique (,Chla : -5 1 o/o  chez I ‘igntr ct
~O”~6 chez Pctmiw~rrm  : . (‘hIa-++ : -44% chez ~‘igtztr  et --29X chez Pcnnisetwu).  (‘cpendanr.  il

<onvicnt de noter que wtte réduction est ‘toujours plus accentuée chez GÏgnu.
Par ailleurs. il ressort également que  les plantes présentent une bonne c;ipacitk de
rtic:upCration, acc des teneurs en Chia ct en Chla+b qui retrouvent des valeurs m&ncs

wp&-i9:urrCs  il celles des plantes témoins qui ont toujours été bien arrosées (Chla  : --7’?G C*!I~L
I Ïgttu ct -i-j5?C chez Pctlt~isetlrnr  : Chla+b : 12% cheL Signa  et t 37O/o  chez Pentri.s~t~rtn
D’autrr part. les carot<noïdes (Cx-tc). pigments accessoires qui protègent les chloroph!  ilcs
wrrtrc  le:; txks dc cl&wr, montrent chez les 2 espèces. une cinétique similaire ;j c~llc k
(‘lrlu 1.t (‘hIa; b : ceci. aussi bien pendant le stress qu’au cours de la reprise (stress n~odtirl :
10% c Ile;! I ‘i,qtw  et - 1 2% chez Pennise~zmr  ; stress sPvère : -35% chez i’igmi  ct -,74”/0 C~I~L
I’c~tmi.f~~f~mt  : r&upk~t.iOn : -~7% chez I ‘ipu  et 2-J% chez Pllnni.~c?1zlnl).T‘~~ilt~~l~)~~. tu1  p.x~~

rcmar~~uer que ces caroténoïdcs sont moins affectés par la contrainte hydriquc par ripporr  ;LU~

i~~loro~~h~~lles.  C*ette  tendance à u n  m a i n t i e n  d e s  t e n e u r s  c:n carotkloïdcs  semble  ctre
:onfïrméc  par Ics  ratios Cx+cK’hla+b (Tableaux 111 et IV) avec une augmentation pethit  /;t

phase de stress. et une diminution  au cours de la récuptkation.



‘i’ableiiu III : Cinétiqur des rapports ChlaKhlb et Cx+c/Chla+b  au cours du stress hydriyue  et
pendant la récupération chez Vignu  unguiculuta cv. Mouride.

r ---
Phase de déticit  hydrique Phase de déficit hydrique Phase de reprise de?

modéré sévère l’arrosage j

TableSlu IV : Cinétique des rapports ChlaKhlb et Cx+c!Chla+b  au cours du stress hydriqw ct
pendant la récupération chez Prnnisetum  ,ylaucum  cv. Souna 3.

r----cPhas’  de stress modéré
- - -

Phase de stress sévère Phase de reprise de 1

f.cs variations  de la teneur  en chlorophylles totales pourraient fournir une explication des
variations de la photosynthése  nette (Pn) et de la concentration en c)O~ int~rwllulaire
crbsera+es chez ces 2 espèces (Tableaux I et II). C’est ainsi que la chute plus marquée de I;I
tenew en chlorophylle:< chez Ilgn~  pourrait justifier la baisse trt:s forte de Pn : une relatiw
linéaire existant entre l’assimilation nette et la teneur en chlorophylles totales. E:n outre, 1,1
ckkroissance puis l’arr-et de l’assimilation du CO1 sont, selon certains auteurs. induits par 1,j
diminution de la teneur en chlorophylles totales. avec Chla constituant les principales
il~ll~flll~S  collectrices dc l’énergie utilisk par le PS II. Ces résultats pourraient &re mi4 cn
rappwt  avec les inhibitions des rendements quantiques de capture de l’énergie d’e.witation et
de transfert des électrons dans le photosystème II ainsi que les inhibitiotw  des événements
photochimiques observées chez les plantes.
f:galcwnt. ces obser~;ations  font ressortir l’intérêt des techniques fluoritnétriques  qui ainsi.
s’adaptent particulièrc+nwnt au criblage rapide de cultivars  des zones sèches,. Touteli)is.  afin
d’arriwr  ri une meilleure corrklation  entre cette fluorescence et les teneurs en cl~~lort~phyllc~. il
serait intéressant d’encourager l’utilisation d’appareils permettant le suivi itt \-iw (et1 temps
réel I de LXS teneurs cn chlorophylles (ex : Chlorophyll  meter  SPAD-502. Minolta (‘amera  C~I.
1. td.. Osaka, .iapan). à l’image du PEA et du PAM portable pour la fluorescence.
3.3.2. Proline  libre jdiaire
I.L*s t;rhlcaus V et VI présentent les cinétiques de la teneur en proline libre cEos&  dans lG:j
t’willc~s de I Igtw ur~gr~icwirr~tr  CIY Lh’ourick et Pennise,%m  glauc*~rm  LY. Sotrncr 3. Ils I\n( permis
dc mettre  en évidcncc une accumulation progressive dc proline  au cours du vrress et qui est
d’;tutant plus forte qur: la contrainte hydrique est intense. Par ailleurs. il apparalt  que. si wtt<
~~ccun~ulation GSI plus pr6coce  chez P’igmr tmguicul~r/u UV.  hl~~zrrit/~~  (Tableau V). elle est 1~1~5
accen:& chcx Pctwi.v~ztm  i~/~~~~~zlm  cv. Souna  3 (Tableau VI). Suite ti la reprise de l’arroiagc.
01;  pciit Ggalétncnt wuligner le retour aux teneurs fàibles  naturellement pr&w-ktci chef cc’5
plantes.



1 able;!u V : Evolution de la teneur en proline  libre des feuilles de ?‘igw ungnicultr/~r  cv,
Mouride-au  cours du stress et pendant la récupération.

I’able~~u Vi : Evolution de la teneur en proiine libre des feuilles de Pcnni,sctzrm gluucm  L’Y
SOUM« 3 au cours du stress et pendant la récupération.

(‘c r&.ultat laisse augwer  une pius grande capacité de résistance chez Pennis~trrttz  pitnrcm  L  K
ss~flitli< 3 d’autant plus que la proiine agirait comme osmoréguiateur du potentiel du’
turge‘rcencc  des piantcs pour son maintien dans une gamme favorisant la poursuitct de
I’actic  itk  photos! nthétique en période de stress. Ainsi. cette accumulation cie proiine apparaît
comnw un bon indicateur métahoiique de la sensibilité au stress hydrique chez ces 3 espèws
3.4.Activité  enzymatique
3.41. Activité superoxyde dismutase
Au cours de l’induction du dkficit  hydriquc et pendant la phase de reprise. la caract6risatitw  ct
IC sui?-i de 1’6volutior des isozymes  de superoxyde dismutases (SOD) chez les 2 cspkes ont
titt: efkctuk par le dc,sage éiectrophorétique de leur activité. Sur la figure 7. les ZWKS du gci
conteltant  les superox::de dismutases apparaissent en sombre sur i’éiectrogranm~e.

lCigurg: 7 : hlisc  en t%.idence des isoformcs de superoxyde dismutases chez I’igtur zttqyiculu/r~
1.1’ ~Ihwi’d~ (VA.)  et Pemi.wtwn  glaucm  CV.  Sounu  3 (P.g.) soumis au dt!ficit hydrique  1.~.
Jo~ag~s  ont cffCctu& sur des extraits de feuilles de plantes bien arrosées. avec différentes
quantrtt?  de protkines  chargées dans les puits respectifs (100 et 1 SO&.
E;(T4 inhibition ;NI cyanure de potassium : H?O?  inhibition à l’eau oxygénée.



A panir de ces profil>. il ressort que les trois principales isoformes de superoxyde dismutasc
connues. que sont la Mn-SOI).  la Fe-SOD, et la Cu/Zn-SOD  (avec 2 formes) sont présentes
chez I ?gnu alors que !~eules  2 d’entre elles se retrouvent chez Pennisetum  (Mn-SOD et Cu~,rl-
SOD avec 2 formes ct une 3‘“le qui apparaît au cours du stress - Figure 9-j. L’emploi
d’inhibiteurs  spkifiques (KCN pour les Cu/Zn-SOD  et Hz02 pour Cu/%n-SOI> et Fe-SOD :
\,oir protocole cn annexe) a permis de distinguer les difftkentes  formes cnrymatiqucs
pr6sentes dans les feuilles de ces 2 espèces (Figure 7).
1,~s Clectrogrammes  rc,:prt.%entés  sur les figure 8 et 9 révèlent que l’intensité des balides  Si)Ds
ix-k ,111 cours du déficit  hydrique. Il ressort que toutes les isoformes rencontrks chez ccs 4
cspéccs  ( Mn-SOI).  f:c:-SOD et Cu/Zn-SOD)  augmentent leur concentration en condition dc
stress. mais que Mn-WI) et Fe-SOD montrent un accroissement plus accent&.  Par ailleuw,
l’augmentation dc cette concentration est plus marquée chez Pewkcfum que chcy I ‘!*y~.

Mn-SOD c

Fe-SOD I

Cu/Zn-SODI

t,‘i:;urc.  8 : Profils klewophorétiques  de Evolution des isoformes de supcrosyde dismuta:;e
chez f ‘ipw zmgz~iczd~~/~~ ~‘1’.  Mowitie  soumis au déficit hydrique et après une r&xpération
compléte.

IJi!;urx 9 : Profils ~le;:trophorétiyues  de l’évolution des isoformes de superoxyde disrnulasc
chef I’c~nnisc~nm  ~~LIU~.:UIII C*E’. Sounu 3 soumis au déficit hydrique.

3.42. Activité ascorbate peroxydase
I .‘inhihition dc I’activilk Fe-SOD et Cu/%n-SOD par incubation du gel dans une sc)lution cl’eae~
~~sygtink lors de la rc’b~t‘lation  de l’activit?  ascorbate peroxydase (.4PX) a permis  la mise cn
t;vidciice d’une bande majeur-c correspondant à I’APX d’une part, et d’une bande dtl Mn-SOI)
d’autn* part (Figure 10). D’ailleurs. la concentration de la bande dc I’APX apparaît plus i;)rtc
du  faii de l’augmentation de l’activité et de la concentration dc cet enzyme avc‘c l‘induction du
déficit hydrique.



67

4 Mn-SO[I  1

Fiturc’ 10 : Profils électrophorétiques de mise en évidence de l’activité APX dans les feuilles
de I’ipu  unguichiu  {:Y.  Mouride au cours d’un stress sévère.

I.‘Cvolution de I’inteiGté  des bandes sur les profils électrophorétiques de ces 2 plantes  ;A
pcrrni,; du montrer qw la survie aux fortes concentrations en radicaux (stress sévere)  dépend
dc l’accroissement  de la concentration en superoxyde dismutascs. Cette aptitude de<  plantes S
suresprimer ces isoformes de SOI3 d’une part, et I’APX d’autre part. constitue  un autre
mkanisme de rksistance  face à la contrainte hydrique.

(;lobalement.  il apparaît à partir de ces rkultats, que la mise en oeuvre des mécanismes  de
résistance (fermeture plus ou moins rapide des stomates, augmentation de la teneur  en proline
libt-c. maintien de la teneur  en pigments protecteurs, accroissement de la concentration cn
SOI)S) ne permet  qu’..uw limitation de l’inhibition de l’assimilation de CON. En réalité. ces
rt’acEic)ns  dc défense n’assureraient qu’une atténuation des inhibitions de la capturc d’éncrgic
ct du wansport d’électwns  dans les photosystèmes. Cela s’explique par le fait que 1;1 résistance:
311 dtitïcit hydrique est un caractère génétique quantitatif impliquant plusiwric  @nefs
cornplcxes  difliciles à manipuler (Behlasscn el LII.,  1994 cité par ULB (1998)).
Par aiilcurs.  les résultats obtenus laissent. supposer que les processus photochimiqws  fcapt.urc
d’?ncrgic  ct transport cl’tilectrons) sont plus résistants à la contrainte hydrique que ne le sorrt
les échanges gazeux  (:$urtout pertes d’eau et fixation de CO?).
Conclusion
1.~ suivi des &Change:, gazeux, des activitk photochimique et enzymatique, et de paramL;tr~s
biochimiyucs  12s à la teneur en chlorophylle et en proline  ont permis de diagnostiquer l’État
(\rihlcb; affect&) et la réponse (mécanismes  de protection) des plantes au cours de t’inductic~n
du strr:ss d’une part, CI pendant la phase dc récupération d’autre part. Grâce à la sensibilit6  de5
tcchniqws  utilisées, Xes variations souvent petites du comportement physiologique  et
<ncrg~*tique des plantes ont pu ?tre détectées, ct parfois. de manière  plus ou moins précoce.  I:n
outre. il faut noter le,; potentialités discriminantes et la complt2mentarit6  dc ces Iechniqu~r~
dans les difErentes  situations etudiées  : techniques pouvant ainsi être valablement utiliks
pour lc crihlagc  variétal.  Les rcsultats  obtenus encouragent la poursuite de reclwrches  sur 1~s
:tspccts  l~iochimiyucs et moltkulaires  en vue d’une caractérisation plus complPte des cihlc:~
af’fcctks  et des nkcanismes  de défense d6veloppées  par les cultures.
(‘c: tr&l\.ail r6alisé au I.PAV de I’ULB vient s’a-jouter à d’autres initiatives (Dl3S du’
kl”” IKdkyc Nd. Diop. 1JniversitG de Paris 7). et permettra au CERAAS d’ahordcr  1~s
probkmcs  de solcction et d’amélioration variétale de façon plus moderne et surtout $US
cfl-icicnte. Par ailleurs. par sa vocation regionalc,  cc Centre pourra assurer le transfert dc ces
mt!thodcs  et techniques nouvelles  dont il est dépositaire. aux autres chercheurs africilin:;.



fYun point dc vue stratégique, cette démarche permettra à terme, d’affiner et d’unii;)rmiser  1~:
m&hctdes d’études de l’adaptation végétale et de l’amélioration génétique utilisées. D’ailleurs.
c’est dans cette perspective que d’autres séjours d’échanges pot-tant sur tes techniques de
dosage de l’acide abscissique (ABA) et d’autres indicateurs de stress ainsi que d’autres
techniques de biologie  moléculaires, sont envisagés avec tes partenaires du Nord (l.il.,B.
Université de Paris 7)
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ANNEXES



Annexe 1

Protocole de dosage de la proline  foliaire libre : Mkhode  cohimétrique

(adapte de Bates et ul.  (11973))

Réactif

Prt$arer  une solution acide de ninhydrine en ajoutant 1.25 g de ninhydrine dans 30 ml d’acick
xétiyuc glacial et 20 ml d’acide phosphorique 6M. Agiter jusqu’ti  la dissolution tutalc, C‘ctte
solution reste stable pendant  24 heures lorsqu’elle est conservée à froid (4°C).

Procédure

1_ Broyer 0.5 g de mattkiel  vzgétal  (feuille ou racine) dans 10 ml d’acide sulfc~salicy
3%. puis filtrer à l”aide d’un papier filtre Whatman n”2.

,liqur‘

7- Ajouter 2 ml du filtrat à un mélange de 2 ml de la solution acide de ninhydrine et I ml
d’acide acétique froid dans un tube à essai.

.7- Pcrrtcr ce mclangr.: à ébullition (100°C) pendant 1 heure. puis terminer la r’tiaction w
plongeant le tube dans un bain glacé.

q- Extraire le complexe coloré avec 4 ml de toluène en agitant vigoureusement  pendant 15 j
20 secondes.

5- Prélever le chromophore contenu da.ns la phase toluène et le mettre à la tempGxturc  du
laboratoire dans dt:s tubes de spectrophotomètre.

h- Exterminer  l‘absorbante  j 520 nm en utilisant le toluène comme blanc.
7- Ikiterminer la cwcentration de  proline  à partir  de la droite d’étalonnage 6t;tblie

auparavant (Figure suivante) avec des concentrations connues de prolinc commerciale
purifife (gamme &Ion : O-20 pg/ml).  I,a concentration est obtenue en pmole/ml.  Pour la
ramener en pmoki’g de matière fraîche, on multiplie par Yxg de MF ou on la calcule
suivant la formule :

prnol~s prolinei/g de watièrc  fraîche = [(pg proline/ml  x ml 1oluGne) / 115,5 pg pnoIc]!ig
échantillon/5 1
N.B. : Cette mfthode  permet de déterminer des concentrations de proline  foliairc  libre dt* 0. I
ri 36 /~molesig de tnatik lkîche. La manipulation dure environ 2 à 2 h 30 min par lot dc 70
tkhanrillons.
Précaution : Vapeur .Ic toluène dangereuse (a ne pas inhaler). rravailler sous une hotte CT!‘(KI

se munir d’un masque.

1.4
DO. Y =0,004x  +0,1147

1.2 rz = 0,91

0.8 l

0.6 l l

0.4 *

0.2

O*
0 50 100 150 200 250 300

Concentration de proline (pmollml)

t hoitt: d’&alonnage  ét.lbl ie à partir d’une gamme de concentrations de proline purifitk.



Annexe 2

Protocole de mise en évidence des isoformes de superoxyde dismutases végétales par
électrophorèse sur gel d’acrylamide

I.a technique  dc séparation des formes connues de superoxyde dismutases (S(>D) est réalis&
~311 conditions non dénaturantes, et utilise la charge électrique des protéines. La migration de
chacune  de ces protéines se fait vers l’anode ou la cathode en fonction du signe ct de
i’intensitti de sa chargt,,. de ses dimensions et de la viscosité du milieu de migration.
C’ctte  migration s’effectue dans une matrice obtenue par polymérisation d’acrylamidc  (C’IH--
(‘1 I~C’O-NI-L) en présence d’un agent de réticulation, le m&hylènebisacrylamide  (((‘tiz-
(.~I-I~C:O-NH,)~C~FII)  (bis). Cette réaction est induite par le tétraméthyléthyl~nediamine
(I‘IZMED) et. est catalysée par le persulfitte  d’ammonium (APS).
I.es dimensions des mailles du gel seront déterminées par la concentration en acryl,tmide  et k
rappwt  acrylamide/m&hylèntbisacrylamide.  Ces 2 caractéristiques  imposent unç f(wc  qui
impose la migration des protéines et facilitent la séparation des constituants des mélanges.
I.‘;:ictivite superoxyde dismutase a été révélée par une technique de coloration nPgatrivc grâce 2
la dif fért’nce dc colwation  dt:s l’ormes réduites (jaune) et oxydées (mauve]) du bleu de
têtrazrblium (Yitroblutb ‘Tetrazolium ou NBT). L’oxydation du NBT intervient suit.c a 1’acGn
des radicaux superox,ydes  produits par l’illumination de la riboflavine. C’est ainsi qut: Ics
LO~~S du gel contenant les SOD apparaîtront en clair sur un fond sombre.
1~‘identification des iwenzyrnes  a été possible grâce à l’utilisation d’inhibiteurs spécilic~ucs
(Bwvkr et al.. 1992) avec une légère modification : 4 mM KCN pour Cu/ZnSC~D. 10 m;tl
11202 pour CuUnSOD  et FeSOD.

1. Préparation des échantillons
Aprt=s  préièvemcnt  d:i matériel végétal (feuilles). un extrait k-ut  de protéines  sc~lublcs cyt
pr+ark comme suit :
” hrajycr E gramme de feuille dans 1 ml de tampon d’extraction (voir 2. Cvmp~rsition dus

solutions utilisées 1 :
- centrif’uger a 20 000 g pendant 30 mn ou à 15 000 g pendant 45 mn ;
- transfërer  le surnageant dans un tube à réaction :
~ doser la teneur  en protéines  (selon la technique Biorad Dye-binding Protein  ~Issaq donn&

dans Ic kit de dcrsage des protéines avec l’albumine sérique de bovin (BSI) comme
protéine standard) :

- d&-miner le volume  (~1) d’extrait correspondant à 75, 100 ou 150 pg de prot&ncs .
conserver l’extrait au f i-oid.
NI3 : Pour minimiser IL‘:;  risques de pertes d’activité des enzymes. Ics  précautions suivantes- . ..-._
peuvent être prises :
l refroidissement du matériel utilisé ;
e addition de substances réductrices (acide ascorbique, DTT) dans le milieu d’estr~lction :
l addition de protéines leurre (BSA).

2. Préparation du gel non dénaturant

(.Ï-apks.  nous donnons les proportions des différents produits titilis& dans la pr+aratiw des
g.cls  C~L’ dit’férentcs  concentrations.  Ces quantités sont prévues pour 2 mini-gels dc 0.75 mm
cl’Qwiw;lr.  et doivent c2tre considérkes  à moitié (sauf APS et TE1MED) pour un mini-gel.  I)o:~lr
la dktcction des SOD. un gel de 16%)  est recommandé.
O n  tl:stinguera  essecticllemcnt  l e  scpwting gel (gel d e  Gparation)  e t  le .s/~~ki~z~~  ~C>I
permettant  la formation des puits.



30% - - - - -
Tris-HCI 1 M

- - -0.5 ml

3. Polymérisation du gel, chargement de l’extrait et migration
AprL=s la pr@xation.  cc mélange est coulé dans la cellule, et mis à polyrntkis~r  XI froid
pendant 30 à 30 mn. 1 .orsque  la polymérisation est réalisée, ajouter le mélange du .uuc*kiqq ,y~1
ct placer lc peigne. L’twx~ble est conservé au froid pendant 20 à 30 mn.
I,c pcrgnz est ensuite retiré  et le chargement  de l’extrait (75. 100 ou 150 pg de prrrtéines) e‘t
èfaèctrk  au froid dans les créneaux laissk par ce dernier. La migration est réa1 is& NI froid <t
sous une tension constant de 200 V.

4.  Révélation de l’activité SOI)

- Rincer le gel à l’eau distillée.
- Incuber lc gel dans ta solution de coloration pendant 20 mn. Cette incubation se fltit ,i

I’obscuritt? et sous agitation douce.
- Fxposcr lc gt’l à la lumière (table lumineuse) ,jusqu’à l’apparition de la coloration rn:luvc*.
- Fiser  le gel dans une solution d’acide acétique 6% (7,5%).
1,~s toasts d’inhibition ntkessitent  une incubation de 20 mn dans les solutions appn,pritic~~,
acant  la phase tl’imprt&ation,  C’est ainsi que pour inhiber les isoformes  (‘ui%tr-SOI). (w
utilisera  une solution contenant du KCN. alors que pour inhiber A la fi,is les f;e-WD et ICS
(‘u!%I~-SC~II.  on fera ‘.lsagc  d’une solution renfermant de l’eau ox>&née  (H$?~‘I, IInns Ics  2
cas. l’inhibition dure 20 mn.
Ces gels seront ensuite séchés puis scannés.

5 Composition des solutions utilisées

5.1. Tampon d’extracth
50 mM tampon phosphate pH 7.8
0. 1% i poidskolume)  Jalbumine sérique de boeuf (BSA)
0. I3b ! poidsi’volume) d”acide L-ascorbique
10 n-N dithiothreitol (DTT)



5.2. Gel d’acrylamide (2 mini-gels)
4 ml jlacrylamide 30%
1.5 ml de bis 2%
3,7 ml de 1 M Tris HCl pH 8.7
15 ~1 de TEMED
33 ~1 de persulfate d’ammonium (APS) 10%

S.3. Tampon d’électrode (10x)  ou tampon de migration
60 gil de Tris
149 g4 de glycine
Si ce tampon paraît tl op dense. préparer un tampon (1 x) avec 6 g de Tris et l-t,9 g de 51) ciilt
dans 1 1 d’eau distillée.

5.4. Solution de coloration
20 mg de NBT (ou 2 comprimks  dans 100 ml)
37.2 & de EDTA
20 y1 de TEMED
1.5 mg de ribofllavine
100 ml de tampon phosphate

5.5. Solution d’inhibition
- Pour les Cu/%n-SOD
SO mM tampon phosphate ph 7.,8
1 mM EXITA
2 mM KCN (ou 0.2 M;i
- Pour Il-s Fe-XIII cl. les CuXn-SOD
50 mM tampon phosphate ph ‘7,8
1 mM ElDTA
S mM H$I)~ 30% (ou 0.5 M)



Annexe 3

Protocole de détection de l’activité de I’ascorbate peroxydasc
l,‘.ascc~-bate  peroxydase existe sous trois formes principales (th>.lacoïdes,  stroma. q,.topla:;m~)
qui catalysent la réaction d’élimination de l’eau oxygénée dans les tissus vivants
7 .Ascorbate  + H?O? ---+- - 2 Monodéhydroascorbate + 2HzO

1. Extraction des protéines solubles
- Broyer  5 j 10 g de feuilles congelées (à l’aide d’un mortier) dans 10 à 15 ml ille tampcw

( 100 mM NaP ou KP pH 7.8 ; 5 mM Ascorbate ; 1 mM EDTA et glycérol 1 O?/o)
- Fi Itrer l’homogénat
^ Eliminer les membranes ct autres débris par centrifugation à 40 000 g pendant 2.4  mn.
- Collecter le surnageant et le conserver à -80°C.

2. Electrophorèse

- Prkparer un gel de 12% ou 14% d’acrylamide.
- Ajouter de l’ascorbate à 2 mM (préparé à partir du tampon phosphate) dans ie tampon

d’tktrode  (voir protocole SOD).
” ITtkctuer  un pré-running de JO mn pour assurer la pénétration de l’ascorbatc dalls le gel.
- I:;iirç migrer pendant lh45rnn ou plus : ce temps ne pouvant jamais dépasser 6 heures,

3. Détection de l’activité enzymatique dans le gel
- f~quilibrcr le gel dans SO mM de NaP ou KP pH 7,8 contenant 2 mM Ascorbatc pendant

30 mn. en renouvelant le tampon toutes les 10 mn.
- Incuber lc gel dans 50 mM de NaP ou KP pH 7,8 contenant 4 mM Ascorbaw et 2 mhl

Il 0;: pendant 20 mn (H@Z esf njoutke juste avant I’incubntion).
- Laver le gel dans 50 mM de NaP ou KP pH 7.8 pendant 1 mn.
- In<uher lc gel dans la solution de coloration (NaP ou KP pH 7.8 : 28 mM IEMLII) et

35 mM NBT pendant 15 mn.
A la l~.uniére. les bandes correspondant aux ascorbate peroxydases apparaissent apr&; 7 à 5 mn
d’incubation. Arreter  alors la coloration par un lavage du gel avec de l’eau distilk.

4.  Inhibition

- Equilibrer le gel dans 50 mM de NaP ou KP pH 7.8 pendant 20 mn.
- Iwuber le gui dans 50 mM de NaP ou KP pH 7.8 + 4 mM H:O? pendant + 20 mM A-

c’hloro-l -Naphtol ou Pyrogallol.
-. i.aver  le gel avec’  de l’eau distillée puis le scanner immadiatement  pour empkht:r la

disparition des bandes.


