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Introduction

Puns le cadre du projet "Mécanismes physiologiques de | adaptation a la sécher vsse ef
o cation varidtale pour les régions seches” Référence G62-21-30/10/1995. le | .aboratoire de
Phivsiologic et d Agrotechnologies Végétales (LPAV) dc 'Universit¢ Libre de Bruxelle s
(t 11.B) conduit des recherches d'une part. sur les conséquences du déficit hydrique sur
I wganisation et le fonctionnement de I'appareil photosynthétique. et d'autre part. sur I s
mccanisies de défense développés par les plantes face a cette contrainte.

[ ‘objecti T principal de ces recherches est d’affiner la compréhension des mécanisme s
biophysi Jues. biochimiques. et moléculaires de la rédstance des égumineuses tropicales
cittivées 4 la sécheresse. | .05 connaissances acquises permettent de proposer des criteres plus
pertinents utilisables pour 1a sélection et la création variétale, en vue de 'amélioration de ‘a
production.

A insi. duns fe cadre des s¢jours d'échanges scientifiques entre le CERAAS et 'ULB. nous
a+ ons effectué une mission au 1.PAV dirigé par le Prof Jean-Paul Deihayc pendant la période
diu 27 novembre | 997 au 26 février 1998. Pendant cette mission. nous avons mené en
¢ »Haborution avee Dr Muriclle Eyletters e Mr Yao Casmir Brou. une expérimentasion on
sorre sur e theme : "Conséquences physiologiques, biochimiques et moléculaires dv dificit
he drique chez le niéhé ¢ Vigna unguiculata (L)) Walp ov. Mouride) et le mil (Pennisetiin
glancum R Lecke cv. Souna 3) cultivés au Sénégal”.

1. Objectifs

A travers cc sgour de recherche, on s'est fixé deux objectifs :

o dc s familiariser avec les techniques d'éude et I'appareillage utilisés pour sutvre les
paramétres biophysiques. biochimiques. et moléculaires liés a 1'état hydrique interne des
plantes ainsi qu'aux réponses développées par ces dernieres (¢changes gazeux. 1 “activié
photochimique. osmorégulation, activité enzymatique) face 4 la contrainte ;

o dacquérir des informations liées a I'acquisition, § la fonctionnalité. ¢t au colit du noun ci
dpuipem ent du laboratoire partenaire utilissble dans le suivi de nouveaux paramctres . n
milieu réel.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel et conduite de |’ essai

| . matériel végétal étudié est constitué par deux cultivars d’espéces vivrieres cultiv ées au
Neénégal e niehé (] igna unguiculata (L.) Walp cv. Mouride) et le mil (Pennisetum ¢laucum
R. Leeke ¢v Souna 3 |

I+ culture a été conduite en pots dans une serre automatisée de 1'ULB (photopériode  16/%
température jour © 20-25°C/nuit : 15-20°C ; éclairement : 500-600 pE.m™.s™ ; humidiié
rlative : 50-75%) les pots ont éé remplis par un méange constitué de sable (75.4%). «c
terreau (19%) ct de vermiculite (5,6%).

. scmi 5 aété effectué aprés 48h de ressuyage des pots arrosés a la capacité au champ. &
r. ison de 3 graines traitées au Granox par pot pour le niébé et d’une pincée de grains pour ic
1il. Un Iémariage 4 un pied par pot pour le niébé et a 3 pieds par pot pour le mil. a éie réalisdé
I3 jours aprés le semis.

Au cours de Uexpérimentation, le déficit hydrique a éé induit par aré de I*arrosage des pots
pour les plantes stressées. l.es paramétres étudiés ont é&é suivis pour des niveaux de siress
noodéré et sévere respectivement sur les mémes plantes. Leur évolution a ¢été épalement
d cAerminee pendant ia phase de réeupération marquée par la reprisc de 'arrosage.

[« dispesitit expérimental ¢tait en randomisation totale. 11 comprenait deux facteurs : l'esped ¢
(2 niveaux) et le régime hydrique (a 2 niveaux ) soient 4 traitements. Chague traitement «
¢re répétd 1 O fois soient 4() pots ; I'unité expérimentale €ant représentée par un pot.



2.2, Paramdétres étudiés ct techniques de mesure

I o» méthodes et techniques d’étude utilistes sont celles permettant de caractériser Vé

b vdrique interne des plantes (potentiel hydrique foliairc) et de suivre respectivenient les

¢ohange: sazeux (conductance stomatique. transpiration, assimilation nette). activité
rhotochimique (fluorescence des chlorophylies), les teneurs en pigments chlorophylliens, « n
privline libre. et Pactivite enzymatique (superoxyde dismutase - SOD - ¢t ascorbaie
peroxydase - APX -) au cours de la contrainte hydrique.

[~ mes ares des différents paramétres ont ¢t rédisées sur la 3°™ feille 3 partir du sommet
d «la pl mte. aux mémes moments correspondant respectivement i des niveaux do stress

hvdriques modéré et sévere. mais auss pendant la récupération.

22.1. Suivi de I'éat hydrique interne

[ dvolution du potentid hydrique foliairc (y) a ét¢ considérée comme critere d'appriciation
de la ciadtique de déshydratation (niveau de stress) des plantes soumises i i contrainie
h. drique. Le potentiel hydrique foliaire est une grandeur thermodynamique qui caractérise

I' “tat énergétique de I'eau dans la plante. |1 correspond a la force (énergic) nécessaire poti

cxtraire eau du tissu végétal et la porter a I'éat libre.

| presse hydraulique (fabrication locale. LPAV/UJLB) et la chambre d pression type
PMS 1001 (Corvallis, Oregon, [ ISA) ont été utilisées pour mesurer e potentiel hydricue (yf)
re spectivement sur e mil et le niébé. La mesure est destructive et consiste & appliguer une
pression contre 'échantillon (feuille entiére. bout de feuille) jusqu'a I apparition du menisque
dseve an nosurface de section chambre @ pression  ou d'une tache humide «ur U papior
kavard @ cette presson compensant la tension d lagudle la s¢ve était inttialement soumise
d s 1a vascularisation du végétal intact. Ce potentiel hydrique défini par rapport celni de
boau pure libre qui est conventionnellement fixé a zéro (0) sera toujours noté on valeurs
négatives.

2.2.2. Suivi des échanges gazeux

I suivi des échanges gazeux a été réalisé jn vivo a I'aide de I'analyseur de gaz & infrarougc

I RGA (Infrared Gas Andyser) type LCA2-PLC modde ADC (Analytical Development Co.
] td.. Pindar Road. Hoddesdon. UK). Cet appareil comprend une chambre dc¢ mesure. une
pompe Lair et U N microprocessewSon principe est basé sur la mesure du raux de
rhotosyi ithése par le bilan de C(O), des flux d'air entrant et sortant de la chambre de mesure.

A partii des paramétres fixés (rayonnement photosynthétiquement actif (PAR). surface
[ shaire). recueillis au nivesu dc la chambre d analyse (dCblt d ar.. humidité relative. Ejrcgsipn
particlle de CO,. pression atmosphérique, température). le microprocesseur permet de « alculat
seton les formules de von Caemmerer et Farquhar (1981) : la photosynthése nette (umole
( (hm™ ! J- la conductance stomatique (mole COg‘m—z.S-l), la transpiration foliaire (mole
[1.0.m™ s le taux de CO, de la chambre sous-stomatique (pl.I" ou umole CO».m™.+"),

I vs mes ares sont effectuées dans une piéce du laboratoire ou le rayonnement cony cnahle po
a la rédisation des échanges gazeux est fourni par des lampes (400 watts) qui ¢metient une
lumicre d'intensité modulable a I'aide d'un filtre.

2.2.3. Suivi de I'activité photochimique

| « fluorescence chlorophyllienne s effectue pendant la phase claire de la photosyvnihese au

cours des transferts de I'énergic d'excitation entre Ics molécules dc chlorophy 1le a. ot reste
sroitem 2nt lide a Pactivité photosynthétique des plantes. Elle constitue un processus de
désactivation des pigments excités qui entre en compétition avec la photochimic et la
d 1ssipation thermique.

L1l effe . en conditions optimales, les quanta de lumieére absorbés par les prgments
protosynthétiques sont en majorité utilises par la conversion photochimique (63%). alors
¢ sune faible partic (3 a 5% est re-émise sous forme de fluorescence rouge & proche-
itraroupe et de phosphorescence ou dissipée sous forme de chaleur --- non radiative - (20 3



25%). 1 apparait ainsi gue la transformation de 'énergie lumineuse en ¢nergie chimigue ne
Seffectue pas avee un rendement de 100%.

Par alleurs, une forte relation existe entre ces différentes voies de désactivation. Lors du
ralent:ssement de Pactivité  photosynthétique par les stress environnementaus (detic
hvdrique. déficience mincrale, toxicité, hautes et basses températures. {ortes fuminositds .
on observe une accroissement des formes de dissipation autres que le transfert d'électren:
Clest ainst que laugmentation de I'émission de fluorescence chlorophylienne permet
d'indiguer une perturbation de la dissipation d'énergic par photochimie.

Le siunal de fluorescence est d'un intérét ¢cophysiologique réel par sa facthté de mesure 14
vivo et sa richesse en information sur l'activité photochimique notamment celle du
photosystéme 1 qui est le plus sensible aux contraintes environnementales.

2.2.3.1. Principe

Lorsquon itlumime une {euilfe préalablement adaptée a 'obscurité. on enregistre une ¢missior
de fluorescence qui varie avee le temps d'ilumination. Ce phénomene est connu sous le now
d'effer Kaursky, et peut étre matérialis¢ sous forme graphique dite courbe d'induction
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Figare | : Représentation schématique de la cinétique de fluorescence chez lus véuctanx
chlorophylliens.

On digtingue deux phases :

- une montée tres rapide de fluorescence (1 a 2 secondes) ;

- une descente lente (10 a 15 mn) correspondant & une extinction ou guenching.
Le lien entre les différentes phases de cctic variation de fluorescence ¢
physiologique des plantes a é&é éabli.

(O correspond a une mesure de la distribution initiale (Fo) de ['¢nergic d'excitation ainsi yuc
de ['efficience de la capture d' énergie au niveau du PSII. Tous les centres réactionnels du PSI
sont ouverts ¢t les accepteurs d' électrons Q4 sont a leur niveau maxima d'oxydaticn

O : correspond & une réduction des accepteurs primaires d’ éectrons Q4 en ¢quilibre avee Oy
. e: une accumulation de Qg sous forme PQH;.

[l : traduit une accumulation de Q" et de Q> La fluorescence est au maximuim lorsque le
pool de PQ) est réduit.

P- [ indique I'extinction de fluorescence dite phase lente. 11 y a activation de |l capacric de
transfert o' éectrons au niveau du PSII et activation de la chaine compléte. Cette phase ente
aboutira a4 une stabilisation de I’émission de fluorescence correspondant 4 I'état stationnaure.
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A partir fe points remarquables de cette cinétique, on déterminera les paramétres quantitatifs
caractéristiques des réactions photochimiques et non photochimiques de la photosynthese gui
pormettent de caractériser 1'état physiologique de I appareil photosynthétique.

Ay cours dc ¢es travaux, nous avons utilisé les deux principaux appareils perimcttait
ac tuellement d'étudier la cinétique de la fluorescence : les analyscurs PEA (Plant [ ifticiene v
A salyser. Hansatech) et PAM (Pulse Amplitude Modulation. HHansatech). s autorsert
respectivement les mesures de la fluorescence rapide (excitation des chlorophylies). ot a h
fois de la fluorescence lente et rapide (excitation-désactivation).

2.2.3.2. Description des appareils

« Le Pulse Amplitude Modulation ou PAM

(' fluorimetre fonctionne avec une lumiére modulée et une lumicre blanche actinigue no:
e adulée. 11 comprend une photodiode émettrice rouge pour exciter la fluorescence. et dont les
lengueurs d'ondes (environ 630 nm) sont absorbées préférentiellement par le PSH . Ulng
photodiode réceptrice munie d'un filtre rouge (environ 700 nm) permet de détecter la fumicre
di longueur d'onde supérieure a 700 nm et correspondant a la fluorescence ré-¢mise par {4
fc aille. L'appareil s¢ compléte d’un oscilloscope et d’un enregistreur d papier. €t nc perisiet (e
des observations au laboratoire.

Cotte technique de mesure congtitue unc référence pour les mesures ¢t les études tic |y
Torescence des vegétaux. Elle s'appuie sur lés travaux de Schreiber (1983), de Schretber <
ai ( 1986). et de Schreiber et Bilger (1987) a qui revient la conception du prototy pe d i
fluorimetre module Elle permet I'analyse des parametres de la cinétique complete (rapide . L
lente) de la fluorescence des chlorophylles.

e consiste a mesurer la fluorcscence des feuilles excitées par une faible lumiere anulytiqu.
puisée (PL) - suffissmment faible pour ne pas provoquer de variations de I'éat fluorescent
et a mesurer l'accroissement de cc signa analytique lorsqu’on lui superpose une forte fumicr:
saturante (SP). Cet accroissement est ensuite mesuré en présence d'une lumicre blanche
actinique  (ALy non modulée et d'intensit¢ variable servant & induire la cinétique d.
fliaorescence chlorophyllienne (Figure 2). 1 .¢ terme de cette mesure est marqué par one -
o» » dation compléte des quinones obtenue cn appliquant une lumicre rouge-lointain (I'R + (i 1
excite preférentiellement le PSI.

‘Celte courbe présente des points caractéristiques que sont
Fy = ntensité de la fluorescence initide i I'état adapté a I’obscurité et correspondant i |
fluorescence des antennes avant tout processus photochimique (tous les centres
réactionnels ouverts)

~ Fy = intensit¢ de la fluorescence maximale a I'état adapté a 'obscurité et correspondant &
la réduction maximae du peol de quinoncs (tous les centres réactionnels fermés) :
F'y = intensité de la fluorescence initide lorsque tous les centres réactionnels sont ouverts
a n'importe quel état adapté 3 la lumieére ;
F'y intensité de la fluorescence maximae lorsque tous lés centres réactionnels sort
fermés a I’ éat adapté a la lumiére ;
F. = ntensité¢ de la fluorescence a I'éat stationnaire (steady state) qui défimit In période
durant laquetle T'intensité de la fluorescence ne change pas; adors que les conditions resternt
constantes ;
F = intensité réelle de la fluorescence a n'importe quel moment ;
F, = intensité de la fluorcscence varisble maximale (Fy-Fo). éat ou tous les processus no
photochimiques sont a leur minimum ;

— F' = mtensit¢ de la fluorescence variable maximale (I'yv=F'y) & n'importe quel ¢tat adapté
a la lumicre.
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( ot appareil nous a également permis de suivre I'activité du PSI en déterminant ‘e
pourcentage de P700 oxvdé (P700") qui constitue un indice d’efficacité du transfert
d'¢lectrons. Pour cela. la variation d absorbance est mesurée entre un niveau mmlmum et un
niveau naximum rcsp‘ccm'cmcnt en présence de Al, (DAwn) ¢t de FR (MAuw). |
pourcentage de P700°" (© %P700") est donné par le rapport : %P700" = (AAnun/A/\nm) x 00,
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1 igure @ Courbe dinduction de fluorescence de la chlorophylle a enregistrée avec ie

fivorimétre a lumigre modulée ou PAM (Puise Amplitude Modulation).
e | Plunt Efficiency Analyser ou PEA est un appareil portable qui autorise une utilisation
au laboratoire comme au champ. |i est constitué d’ une boite de contréle munie d'un
nicroprocesseur, ¢t d'une unité sensoriciie qui ¢met de la lumiére rouge saturanie
(530 nm ‘650 w.m™") préférenticllement absorbée par le PSII. Cc microprocesseur permet e
caleul et le stockage des données, tandis que la source lumineuse congtituée de 6 photodiodes
a , sure Pillumination des plages de feuilles préaablement adaptées a l'obscurit¢ (ouverture
1 aximale des centres réactionnels) et détecte a I'aide d'une photodiode réceptrice associée &
un amplificateur, les signaux de fluorescence induits.
| & premicre étape de la mesure consste a placer le clip sur la feville de maniére a adapter fa
surface-test  I'obscurité pendant 30 mn au moins : I objectif éant de permettre une cuverture
¢ompléte de tous les centres réactionnels. Dans la seconde éape, ii s'agira d'illuminer cette
sirface-1est par un flash de lumiere rouge. et de digitaliser a I'aide du microprocesseur,
¢imétique de fluorescence (Figure 3) qui fait suite & la saturation des accepteurs d’ €lectrons.
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1 igure } Courbe dinduction de fluorescence de la chlorophylle a enregistrée avec le
fluorim¢ tre a lumiére non modulée PEA (Plant Efficiency Analyser).



Cecapparctl permet Panalyse des paramétres de la cinétique rapide de la fluorescence des
chlorophyvlles.

2.2.4. Suivi de I'activité enzymatique

I Yins les conditions normales de croissance. les plantes (et autres étres vivants acrobiques )
Hherent des produits toxiques dérivés de 'oxygéne. Les agents de stress végétal les plus
re toutés ot les plus répandus sont les espéces actives dc 1'oxygéne (EAQ) qui possédent un:
pl 5 ou moins grande réactivité et agressivité vis-a-vis des structures membranaires
¢ Bpidigues et protéiques) etou nucléaires de la cdlule animde ou végétale : a moins qu'elles
sorent immédiatement ¢lhiminées & leur site de formation (Fridotich. 197-t : Elstner. 1 982
W ise et Naylor. 1987 : lover, 1094). Cependant. le stress peut accentuer la libération des
[ A0 par rupture de 1'équilibre entre leur production et leur éimination. A ternie. les sy stémes

seront dépassés. co qui entraine une destruction irréversible qui met en danger la vie de ces
gtres,

Scon Halliwell et Crutteridge (1989), les oxydants dérivés de 'oxygene les plus connus sos
fe . deux formes de I'oxygeene singulet que I'on note lAg()g et lZg*Og . le radical supcroxyd.
¢ (+7y et son acide fatble conjugué leradica hvdroperoxyl (HO%) : Peau oxvgénée (11hOn)y et e
re-hical hvdroxy! (1)1 2). Toutefois, les organismes ont acquis des systémes de défense contre
ces especes activées de I oxygeéne au cours de leur évolution.

[ ¢ superoxvde dismutase - SOD - (EC 1 .15.1.1) est un enzyme clé qui congtitue la premicre
i 1 de délense contre la toxicité de Moxygene et catalyse la dismutation de l"anion
superoxy de en oxveéne moléeulaire et en cau oxygenée (McCord et Fridovich. 1969 1 1
d ainuart la concentration d 1'état stationnaire du radica superoxyde, la SOD protége L
e Hule des effets nuisibles e ce radica et des autres espéces réactives de 'oxygene qui i
Jorivent Kanematsu et Asada. 1994). La SOD est une médloenzyme 4 deus sous-unités de
néme talle (16000 kDa) fices par un pont bisulfite (Fridovich, 1974). [es trois types connus
decet en zyme se distinguent par leur groupement prosthétique métal pouvant étre const itud de
nongane se (Mn-SOD). de fer (Fe-SOD) ou de cuivre et de zinc (Cuw/Zn-SOD). A partir e
lc i comportement vis-a-vis de certains inhibiteurs. Bowler e al. (1992) distinguent ic typy
("1 /n-SOD sensible auKCN et & 'H0,, le type Fe-SOD qui n'est sensible qu'a I'H,0.. et l¢

iy pe Mn-SOD insensible aux deux inhibiteurs.

I« déoxication des radicaux superoxydes par les SODs produit de I'eau oxygénde qui et
ai »stoun poison pour les structures membranaires (Bowler e al.. 1992). ['cau oxygenée csl

Shnince par la catalase et par ascorbate peroxydase APX - (Mittler et Zilinskas. 3 994)

I efficacité de la résistance de la plante aux radicaux superoxydes et § leurs dérives scra

fonction de I'aptitude de ia plante 4 produire en quantité suffisante. et § temps opportun |¢s
et symes de détoxication (SOD, APX, glutathion-réductase, . ..) lui permettant de <c
dubarrasser rapidement de ces entités toxiques.

{ " connaissance de I'¢évolution de I'activitf et/ou des isoformes de SOD au cours de
I nduction du déficit hydrique permettrait de comprendre le niveau d'implication du ccs
¢r symes dans fa physiologic de la résistance au déficit hydrique. Il serait égaement utile de
ro chercher la reaion pouvant exister entre activit¢ de ces enzymes ¢t 1efficacité de la
ptiotosynthese en conditions de déficit hydrique.

2.04.1. Activité superoxyde dismutase

[ activit® enzymatique des isoformes de superoxyde dismutase a éé évaluée a partir de ges
wndimensionnels non-dénaturants de bis-polyacrylamide (1:29) de 16% selon le protecole de
Beauchamp et Fridovich (1971) modifié par Mauro ¢t «f. (non publié) (voir annexe).

[ activite superoxyde dismutase a été déterminée par la technique dc coloration négativ «
grace au < différences de couleur des formes réduites (jaune) et oxydées (mauve) du bleu de
tetrazolium (Nitroblue Tetrazohum @ NBT). [identification des isoenzymes a ¢té possibic



eriice & Putilisation d'inhibiteurs spécifiques avec une 1égere modification

(/ZnSOD, 0,5 M H,O, pour Cu/ZnSOD et FeSOD.

2.2.4.2, Activité ascorbate peroxydase (APX)

102 M KON po u

% cours de notre expérimentation, le dosage de I’ activité ascorbate peroxydase a ¢té cffectud

sclon le protocole de Mittler e Zilinskas (1994) (voir annexe).

2.2.5. Dosage des chlorophylles et des caroténoides
I aes disques foliaires de surfaces connues sont prélevés a I'aide de I'emporte-picee puis
broyés @u potter dans 3 ml d’acétone 80%. L’extrait est centrifugé & 10 000 tr/min pendant
1 minute [e surnageant ¢st prélevé, et la lecture de I'absorbance (A) faite aux longucurs
d'onde suivantes @ 470 nm. 646 mn. 652 nm, 663 nm € 750 nm.
[ ¢s teneurs en chlorophylle a (Chla). chlorophylle b (Chlb). chlorophylles total:s
(“'hla +C hib) et caroténoides (Cx+c) ont éié calculées et rapportées a la surface prélevie
(f;ng,.m‘2 1 selon Lichtenthaler e Wellburn ( 1983) a partir des formules suivantes .

Chla = 12,21xA663 - 2,81xA646
Chlb = 20,13xA646 - 5,03xA663

('x+c = (1000xA470 « 3,27xChla - 104xChlb)/229
2.2.6. Dosage de la proline foliaire libre
Pour résister au stress environnementaux. certaines plantes sont capables de maintenir des
pressions osmotiques élevées dans leurs cellules. Cette augmentation est duc i une
sveumulation de toute une série de substances osmorégulatrices ct osmoprotectrices { polyols,

acides aminés...).

Parmi tous les amino-acides présents chez les végétaux. la proline est celui dont la synthese
¢ ! la plus importante en période de stress (Barnett et Naylor. 1966). Elle joue un rdle
Jasmorégulateur de la turgescence cellulaire (Field, 1976) et d'osmoprotecteur des cnzymes

¢ vtoplasmiques (Pollard et Wyn Jones, 1979).

7

I'endant I’extraction. I'échantillon (0.5 ¢ de feuille) a ét¢ broyé dans 10 ml d acide
s.lfosalievlique 3%, puis filtrer & I'aide d'un papier filtre Whatman n°2. Par la suite. 2 ml e
¢ U extrait filtrat ont €té prélevés pour le dosage qui a ete effectué suivant une technigie
adaptée de Bates ef «al. (1973) (protocole en annexe).
3. Résultats et discussion
3.1. Parametres caractéristiques des échanges gazeux
Pendant la période d'induction du déficit hydrique. le suivi des variations des paramdtres lids

GuX

¢changes gazeux des plantes (conductance stomatiyue.

transpiration

foliaire.

photosyinthése nette et concentration sous stomatique de CQO,) a é&é rédise en fonction du
niveau de stress. et les tableaux | et | présentent les résultats obtenus chez les deux espéces

Tableau [ = Evolution des paramétres caractéristiques des échanges gazeux ches Figna
unguiculata cv. Mouride.

Phase de déficit

Phase de déficit hydrique

Phase de reprise de

hydrique modéré sévére 'arrosage
o Témoin Stressé Témoin Stressé Témoin | “Sht_r_g;{g:-_
y (MPa) -0.65 -0,85 -0,60 -1,1 -0.63 0,62 ]
PAR 3677 420,7 4147 430,3 396.7 370,3 + 403
(umol.m?.s™) +74 +25.3 +26,4 +4,7 +12.1
Tf(°C) 3089 130,6+03| 281+0,1 |284+03}|282+0.5 305
oL +0,2 +0.8
Gs 0.10 0 0,10 0 0.2 0,10 |
(mol.m™.s")
| Tr 24£00 | 11,2402 | 32403 | 1,8£03 | 4.1+05 45 ]
(mmol.m™s™") =07




PN 29407 0 47+09 |1,3+03 6+2 41
(umol.m™s) 4+ 2.1
CO,int (ulI") | 483 +39.4 | 581 £19.3 3347 3793 [365+19.1 [417,7+ 241

+25.4 +17,5

Tubleau I < Evolution des parametres caractéristiques des échanges gazeux chez Penniserum
glavcuni cv. Souna 3.

Phase de déficit Phase de déficit Phase de reprise de
hydrique modéré hydrique sévére I'arrosage
Témoin Stressé | Témoin Stressé | Témoin Stresse
ﬁ'ﬂ! (MP;; -0.48 -0,78 -0,48 1,77 0.7 0.7
PAR (pmol.m s ") 713] 482 328,7 420 3723 350+ 426
+2250 +46 +22.2 +4.4 +4
[TT(°C) 293 [302£02]298+0,1|294+02|31+1.1] 309
+0,3 +0.9
Gs (mol. m™.s7) 0.13 0,08 0.16 0,12 0.17 0,16 |
Tr(mmol.m“s™) | 4406 | 3+02 [49+03 ] 406 | 54+ 33
0.8 + 0.6
(PN (umol. m~s™) | 107+1 [ 53+04 [ 81209 0 95+ 9
L 0.6 1.3
[COyint(uLIy | 3373 581 361 625 | 3413+ 376+ 51.1
) +6,7 +49.7 + 40 +755 0 |

[ ¢ tablecau | permet de montrer que Vigna unguiculgta manifeste une diminution de fa
conductance stomatique (Cis) qui traduit une fermeture rapide des stomates suite & une 1égere
kaisse (stress hydrique modéré) avec Gs qui devient nulle. Cette fermeture des stomates induit
voe forte réduction de la transpiration (Tr). Toutefois.. il apparait que malgré cette fermeture,
11 ne Sannule pas : ce qui laisse supposer l'existence d'une transpiration cuticulaire.
Parallelement & cctte fermeture stomatiquo. on note d'une part. une forte baisse de lu
rhotosynthése nette (Pn) qui peut aboutir a un arrét du phénomene. et dautre purt. unce
augmentation de la teneur en CO-, intercelulaire (CO, int). Cette augmentation pourrait
¢atlleurs ¢tre due & une dénaturation des cnzymes responsables de son incorporation pendant
I+ photosynthése (ex : Rubisco ~ niébé - et PEPC - mil -).

Par aillears. il faut souligner qu'apres cessation de la contrainte hydrique qui- se traduit par une
cu poterticl hydrique des plantes précédemment stressées, Pn et Gs des plantes précédemment
stressées tout en augmentant, restent inférieures (récupération incompléte) a celles des plantes
tomoins qui ont toujours ¢té bien aimentées en eau ; de méme que la concentration de O, int
cui reste plus éevée chez les plantes qui ont subi le stress. Ce constat permet d'émettie
I'hypothese d'une atération partiel de I'appareil photosynthétique (stomates ct membranes).

( hez e mil. le tableau Il révéle que sous I'effet du deficit hydrique marqué par unc baisse de
partentiet hydrique foliaire. Gs et Tr baissent sgnificativement ;: méme s les stomates ne
semblent pas montrer une fermeture compléte. Concomitamment. Pn accuse une reduction
tres marquée mas ne Sannule que pour un stress marqué (\f = -1.77 MPa), et la concentration
do CO, int augmente rapidement et. double quasiment chez les plantes siressées pour un
deficit hydrique sévere (W = -1 77 MPa). I:n outre, apres la reprise de ['arrosage. lev plantes
montrent une récupération complete avec Gs, Tr, Pn, et CO, int qui retrouvent des valeurs
similaires a celles des plantes t¢moins qui ont éé toujours bien dimentées.
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( ilobaleraent. e niéh¢ montre une chute plus rapide (peu aprés arrét d'arrosage) ot
r. fativement plus importante de Gs, Tr et Pn par rapport au mil pour PAR et TT relativement
vousins. D'autre part. on note chez les 2 espéees, une accumulation de CO» qui cependant, ¢st
phus forte chez lemil (pres de 2 fois).

Apres lo reprise de larrosage, le m i | manifeste une meilleure capacit¢ de réeupén atien

( ~ceupération plus compléte). Cela suggere pour la vaiéé de mil Souna 3 étudice. e

capacité de mettre ¢n ceuvre des mécanismes de protection et/ou de réorganisation des 1¢sions

provogquees par la contrainte hydrique.

3.2. Evolution des paramétres de la fluorescence chlorophyllienne

P ur analyser laréponse au stress développée par chacune de ces 2 especes, les parametres vc

I fluorescence chlorophyllicnne suivis sont notamment : le rendement quantique maximal du

P~ 11 adapté a l'obscurit¢ (Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm). lc rendement quantique réel du PS il

(v Pm=(Fm-Fo Y Fm i le rendement quantique photosynthétique d - u transport non-

¢ clique d'électrons dans le PS Il (AF/Fm' = (Fm'-Fs)/Fm'), les coefficients d'extinction

photochimique (qP = (Fm'-Fs)/(Fm'- Fo’)) et non-photochimique (NP = 1- ((Fm'- T'e:")/{Fni-

I1))) de la fluorescence, et le pourcentage de P700 oxydé (P700").

Fv/Fm renseigne sur ['efficacité de la capture de I'énergie d'excitation pai les centres
réactionnels du PS Il ouverts a I’ obscurité,

Fv'/l ' m’ renseigne sur l'efficacité de la capture de I'énergie d'excitation par les centres
réactionnels du PS 1 ouverts a la lumiere.

AF/Fm' exprime l'efticacité du transport non-cyclique des électrons dans le PS 11

le coefficient d'extinction photochimique (qP) est lié & I'état rédox du premicr ac cepteur
d'¢lectrons (Q4) du PS Il et traduit implicitement limportance des événements
photochimiques dans ce photosystéme.

- | e coeflicient gNPil traduit I'importance des événements non-photochimigues wls qe ¢
I'émission de chaleur. 1" émission de lumicre sous forme de fluorescence ou ce
phosphorescence et le transtert d énergie entre Ics deux photosystemes par spilloves
[ ¢ P700 et lié a I'¢tat rédox du photosysteme | (PS I) accepteur d'électrons venant du
PS 1. et v traduit implicitement I'efficacit¢ du transport d’éectrons.

3 3.1. Rendements quantiqgues masmum (Fv/Fm) et réel (F'v/F'm) de la photochimie du

PS I

[ s figures 1 et 7 donnent I'évolution du rendement quantique maximum (v /Fm o et Ju

r ndement quantique réel ( F'v/F'm) en réponse au déficit hydrique. 1l apparalit que Iy Fm et

peu affecté (-1 & -4%) méme en condition stress sévére : le méme niveau d'inhibition ¢tant

ohlenu chez les 2 ¢Speces avec un retour & une Stuation quasi normale aprés reprise de
l'apport d'eau.

O Fvikm  qFvE'm  gqP
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seure 1o Evolution du rendement quantique maximum (Fv/Fm). du rendement quantique reci

(v mo des coetficients d'extinetion photochimique (qP) et non photochimique (qNP) ches
D oonaungmicndata v Mowrsde U iEmaoin arrosé © SM o= stress modérd 1SS = stress sévére - R = réeupdration.
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Figure 2 : Evol ution du rendement quantique maximum (I'v/Fm). du rendement quantique récl
(1'v/I"'m ), des coefficients d extinction photochimique (qP) et non photochimique (gh P) cher
Penniseium glaucum cv. Souna 3.

T témoin arrosé : SM = stress modéré : SS = stress sévére | R : récupération.

( ¢ paramétre qui traduit l'efficience photochimique des feuilles adaptées a l'obscuriié ne
change pas donc pas significativement pendant le déficit hydrique par rapport au rendement
cuantique red de la photochimie du PS I (F'v/F'm). Ce dernier qui caractérise l'efficience
photochimique des centres du PS 1T ouverts en présence d'une fumicre actiniquo montre ch:z
| agna wnguiculata ov. Mouride. une inhibition déja pour un stress modéré (- 107 oy . ot
fortement accentuce (-43%) a partir - 1.1 MPa. Cette inhibition notée au fur et a mesure gue fe
potentic! hydique baisse a été observée chez Pennisetum glaucum cv. Souna 3. méme s clie
est plus faible (7 a 13 %).

i ressor t @nsi qu'au cours du stress, la capacité de capture de I'énergie lumineuse csi plis
¢ {fectée chez Vigna unguiculata ov. Mouride que chez Pennisetum glaucum ov. Souna 3. ay «¢
une récupcération incompléte apres la reprise de I'arrosage. Par alleurs, le mainticn d'un
rendement quantique maximum de la photochimie du PS |1 chez les 2 espéces au « ours (u
déficit hydrique pourrait cspliquer. en pal-tic. la poursuite de I'assimilation du CO». méme si
C'est avec une plus faible photosynthése netie.

3.2.2. Coefficients d’extinction photochimique et non-photochimique de la chlorophylle a
Sur les figures 1 ¢t 2, on peut remarquer que le coefficient d extinction photochimique dc ta
¢ hlorophylle a du PS Il (qP), essentiellement fonction de I'éat rédox du premier acceptewn
quinonique d'électrons ((Qa), est inhibé suivant une cinétique semblable (-30%) chez les 2
vspéces pour un stress sévere. Cependant. il apparait que I'inhibition significative de (P
scmble : ntervenir plus tot chez Pennisetum glaucum cv. Souna 3, puisque, déja pour un stress
modéré. cc paramétre est réduit de 30%. Cette inhibition correspond 4 une accumulation de la
f.rme réduite de l'accepteur primaire d’électrons (Qa) du PS II qui n'est plus réoxvdée au
cours du stress.

Ouant . coefficient d’extinction non photochimique (gNP). il montre une ¢ inctiguc
d'accroissement  (correspondant a4 une amplification des événements non photochimiques)
swemblable chez les 2 espéces, et ceci quasiment (5 a 8%), pour les 2 niveaux de contraintes
appliquces. | tonv ient égadement de souligner que ces 2 paramétres révélent une tendance a
th retour a I'état initial lorsque les conditions hydriques redeviennent favorables. indiguerait
tine réoxydation de QA" chez ces plantes.

( "¢ résultat viendrait confirmer la capacité dc reprise de I'activité photosynthétique obser véc
partit de la photosynthése nette (Tableau 1 et 11), méme S cdleci semble effective cher
Jennisetum glaucum oy, Souna 3. Cette observation impliquerait aing la mise en qeuvre e
meécanismes de protection et/ou de régulation chez ces plantes.
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3.2.3. Rendement quantique photosynthétique du transport non-cyclique d'électrons
dans le PS 11 (AF/Fm') et taux de P700 oxydé (P700" )

[. o figures 3 et 4 présentent I'évolution de AF/Fm' et P700" au cours de induction du stress
¢l os Iigowa unguic ulata ov Mouride et Pennisetum glaucum cv. Souna 3 respectivement. il
apparait jue le rendement quantique photosynthétique du transport non-cyclique d'électrons
dims le PS 1 (AF/Fm') qui exprime la probabilité pour qu'un photon absorbé par le centry
rcactionnel du PS 11 déplacc un électron au-dela du premier accepteur Q4. n'est
sianificat ivement affecté (baisse) chez Vigna unguiculata ¢v. Mouride que pour un niveau d2
stress sévere |y -3 .1 MPa) (Figure 3). mais rctrouve celui des témoins apres une
rooupcration qui suit lareprise de I'arrosage. Par ailleurs. la figure 4 permet de constater que
ez Pevnisetum glaucuni ev. Souna 3 cette diminution de AF/Fm' se mani feste de maniére
plus acee ntude déja pour un stress modéré (y = -0.78 MPa), et se poursuit pour un siress
severefy =177 MPa). Cette espece révele également une bonne capacité de récupération
suife au stress qui se traduit par le retour a un AF/Fm' smilaire @ celui des plantes bien
arrosées.

DYautre part. i ressort Je ces figures 3 et 4 que la forme oxydée du P700 s'accumule
i ceroiss xment I 10 a1 3%) au cours du stress hydriquc (y =-0.85 MPaet v 1.1 MP:)
il ez 1 igaa unguiculata o Mouride, et traduit une inhibition du transport d'électrons dans IL
IV 1. done de In réduction du C'O,. Cette inhibition pourrait d'ailleurs étre mise en relation
a. ¢ la hute tres marquee de la photosynthese nette (Tableau [). Pour ce paramctre. cette
eapaee di fiche une bonne capacité de récupération.

O P700+ (%) o F/F'm

100 I 0.40
%o ()iw’-a 60 MPa i aﬂ 5 MPia
8() GRS 0:60 MP4 ’ : u_bzil 0.30
60
20 L [ | | 0.20
50 0.10
S i

[ -gure 3 11 olution du pourcentage de P700" et du rendement quantique photosynthét ique du
tt ansport non-cyclique d'électrons chez Vigna unguiculata cv. Mouride.
I témoinarosé ; SM = Stress modéré ; S = Stress sévere ; R = récupération.

0 P700+ (%) 0 F/F'm 1
100 0.50
% -0.78 MPa -1 77 MPa -0 7 MPy

80 \!‘!.8_1\1!"1 N 048 MPs —— 0.7?\:“’.1 1 0.40
60 | 0.30
40 | - 0.20
20 ] 0.10

o g W LT oo

figure 4 : Evolution du pourcentage de P700° et du rendement quantique photosynthétique «u

t anspor: non-cyclique d'¢lectrons chez Pennisetum glavucum cv. Souna 3.
T témol 1 arrosé : SM : stress modéré ;| SS = stress sévére ; R @ récupération.
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Comparativement a Figna unguiculata cv. Mouride. 1a figure 4 montre que chez Pennisetion
glancum v, Souna 3 co parametre reste quasiment insensible au déficit hydrique. Cete
»articularité pourrait contribuer a expliquer- la capacité & maintenir la photosynthése nette 3
1w niveausx relativement intéressants notée chez cette plante (Tableau 11).

‘ampte tenu de ces résultats sur la cinétique de la photochimie au cours au stress d'une pait.

—~

—

¢ de In nature des centres réactionnels du PS Il essentiellement congtitués de complexes
reotéiques d'autre part. |'étude dc I'expression des protéines essentielles impliquées dans ¢

[ nctionnement dc ces centres pourrait certainement aider a mieux appréhender les aptitudes
¢t les mécanismes de défense de ces plantes.

I 3.Evolution des pigments photosynthétiques et de la teneur en proline libre

3 3.1.Teneurs en pigments photosynthétiques

[ ““volution de la tencur des pigments photosynthétiques (chlorophylles a c¢i h, 2t
¢ iroténoides) a ét¢ suivie au cours du stress hydrique et pendant la phasc de récupération ches
Iivna unguiculata ov Mouride et Pennisetum glaucum cv. Souna 3. Les figures 5 et 6
dmnent les résultats obtenus. et révelent que la teneur des pigments impliqués dans la captuie
de I'énergic lumincuse diminue en condition de déficit hydrique chez ces 3 espéces.

N/‘\25 T
‘" ogsmps OE2MP
920 T
T 15 A+ 065 e
ﬁ B 0,60 i
~ 1 ossmes
- et I : | |
H ¥ ¥ v ] 3
S R
825 |E§CHLa+b ICx—’rCI
-t
g 0,62 MPa
2930 T 065MPy [
=8 B
25 +
20 Togsmpa 0,60 MPs
R

I igure 5 1 Evolution de la teneur en pigments chlorophylliens au cours de I'induction u stress
« ¢ pendant la phase de récupération chez Vigna unguiculata ov. Mouride.
b témoin arrose : SM = mess modéré : SS = stress sévére ; R = récupération.
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Figure 6 @ Evolution de la teneur cn pigments chlorophylliens au cours de I'induction (i stress

¢: pendant la phase de récupération chez Pennisefum glaucum cv. Sounas
T témoin arosé ; SM = stress modéré ; SS = stress sévére ; R = récupération,

( ‘est airsi qu'on a pu constater une baisse de la tencur en chlorophylle a (Chlay ¢t en
chlorophylles totales (Chla+b) induite d§a par un stress modéré (Chla : -26% chez Figia e
24% chez Pennisetum © Chlatb :-25% chez Vigna et -32% chez Pennisctum). ¢t qui
shiceentue pour une intensité plus forte de cc déficit hydrique (Chla : -51% chez Vigna et
30% chez Pennisetum ; Chlatb : -44% chez Vigna et -29% chez Pennisetum). Ceperdant, il
¢ mvient de noter que cette réduction est toujours plus accentuée chez Vigna.

Par ailleurs. il ressort également que les plantes présentent une bonne capacité de
recupération, avec des teneurs en Chla e en Chlatb qui retrouvent des vnlcurs mémes
supérieures a celles des plantes témoins qui ont toujours éé bien arrosées (Chla : +7% cher
| igna et +35% chez Pennisetum ; Chlatb : 12% chez Vigna et +37% chez Pennisctim

[Mautre part, les caroténoides (Cx+c), pigments accessoires qui protégent les chiorephylles
contre les exces de chaeur, montrent chez les 2 espéces, une cinétique similaire & celle de
(hla et Chla+b : ceci. aussi bien pendant le stress qu’au cours de la reprise (stress maodéré

1 0% chez Vigna ¢t -13% chez Pennisetum ; stress sévére . -35% chez Vigna et -24% cher
I'ennisetum - récupération : +2% chez Vigna e 23% chez Pennisetum).Toutefois, vn peut
remarquer que ces caroténoides sont moins affectés par la contrainte hydrique par rapport aux
chlorophylles. Cette tendance a un maintien des teneurs en caroténoides sembie &ipe
confirmce par les ratios Cx+c¢/Chla+b (Tableaux 11l et IV) avec une augmentation pendant !y
phase de stress. et une diminution au cours de la récupération.



1 ableau I Cinétique des rapports Chla/Chlb et Cx te/Chla+b au cours du stress hydrigue ot
pendant fa récupération chez Vigna unguiculata cv. Mouride.

Phase dc¢ déficit hydrique | Phase de déficit hydrique | Phase de reprise de |
modéré svére 'arrosage
| Témoin Stressé Témoin Stressé | Témoin | Stresse
i (MPa) 0,65 -0.85 -0,60 -1,1 20,65 | -0.62
‘Chla’/Chlb 2.60 2,57 2.66 1,80 2.90 2,44
(s +c/Chlath 0,16 0,20 0.18 0,21 0.16 0,14

1 ibleau IV : Cinétique des rapports Chla/Chlb et Cx t ¢/Chlatb au cours du stress hydrique ct
pendant fa récupération chez Pennisetum gluucum cv. Souna 3.

Phase de stress modéré | Phase de stress sévére Phase de reprise de
l'arrosage
Témoin Stressé Témoin Stressé Témoin Stressé
i (MPa) -0.48 -0,78 -0,48 -1,77 -0.7 -0.7
Chla/Chib 2,36 3,66 3,70 3,46 4,01 3,66
{ (- /Chla~b 0.14 0,18 0,17 0,18 0.18 0,16

| v~ variations de la tencur en chlorophylles totales pourraient fournir unce explication des
v ariatiors de la photosy nthése nette (Pn) et de la concentration en €O, intercellulaire
viservées chez ces 3especes (Tableaux | et ). C'est aind que la chute plus marquée de la
tneur en chlorophylles chez Figna pourrait justifier la baisse trés forte dc Pn: une relation
Indaire oxistant entre 'assimilation nette ct la teneur en chlorophylles totales. In cutre.
décroissance puis l'arrét de I'assmilation du CO; sont. selon certains auteurs. induits par 'a
diminution de la teneur cn chlorophylles totales, avec Chla constituant les principales
antennes collectrices de I'énergie utilisée par le PS Il. Ces résultats pourraient étre mis ¢n
r inport avee les inhibitions des rendements quantiques de capture de ['énergic d'excitation ot
¢o transiert des électrons dans le photosystéme Il ains que les inhibitions des événements
photochimiques observées chez les plantes,

[ "calemc nt. ces observations font ressortir I'intérét des techniques fluorimétriques qui ainsi,
< adaptent particuliérement au criblage rapide de cultivars des zones s¢ches. Touteli »is. afin
darriver a une meilleure corréation entre cette fluorescence et les teneurs en chlorophylles. if
serait intéressant d encourager I'utilisation d appareils permettant le suivi in vivo (en temps
ricl) de ces teneurs en chlorophylles (ex : Chlorophyll meter SPAD-502, Minolta Camera (.
11d.. Osaka, Japan), a I'image du PEA et du PAM portable pour la fluorescence.

3.3.2. Proline libre foliaire

[ ¢y tableaux V e VI présentent les cinétiques de la teneur en proline libre dosée dans les
featlles e Vigna unguiculata ov. Mouride et Pennisetum glaucum cv. Souna 3. 1ls ont permis
v mettre en évidence unc accumulation progressive de proline au cours du stress, ¢i qui ¢st
dautant plus forte que la contrainte hydrique est intense. Par ailleurs. il apparait que. S celte
cccumulation est plus précoce chez Vigna unguiculata cv. Mouride (Tableau V). elle est plus
w centuce chez Pennisetum glaucum cv. Souna 3 (Tableau VI). Suite i lareprise de I'arrosage.
o peut €galement souligner le retour aux teneurs faibles naturellement présentes chez cox
plantes.



1ableau V- Evolution de ta tencur en proline libre des feuilles de Figna unguiculata c

Nouride.au cours du stress et pendant la récupération.

Phase de déficit
hydrique modéré

Phase de déficit
hydrique sévére

Phase de reprise
de l'arrosage |

e ey

\

Témoin Stressé Témoin Stress¢ | Témoin | Stresse
A -0,65 -0,85 -0,60 -1.1 -0.65 -0,62
Livirdil} - - | _i_.“_‘
Proline libre (umoles.eME™) | 16x10™ [ sox10™ | 9x107 | 25x10™ | 10x107 | 5x10°

1-bleau VI : Evolution de la teneur en proline libre des feuilles de Penniseium glaucum cv.

Souna 3 au cours du stress et pendant la récupdration.

Phase dc déficit

___hvdrique _modéré

Phase de déficit
hydrique sévére

Phase de reprise
de l'arrosage

. Témoin Stressé ‘Témoin Stressé | Témoin | Stressé
W P 20,48 0.78 20,48 177 | 07 | 07
Proline libre (umoles. MY | 107 5x10” ox10” [ 281x107" | 107 [4x10”]

¢ résud tat laisse augurer une plus grande capacité de résistance chez Pennisctum glaucum oy
Soama o dautand plus que Ta proline agirait comme osmorégulateur du potenticl de
[ wrgescence des plantes pour son mainticn dans une gamme favorisant la poursuite de
Fictivit¢ photosynthétigue en période de stress. Ainsi. cette accumulation de proline apparit
. mme in bon indicateur métabolique de la sensibilité au stress hydrique chez ces 2 espeees
3.4 Activité enzymatique

3.4.1. Activité superoxyde dismutasc

» 1 cours de Minduction du déficit hydrique et pendant la phase de reprise. la caractérisation ot
[osuivi Je Tévolution des 1sozymes de superoxyde dismutases (SOD) chez les 3 especes ont
o effec tuds par le dosage ¢lectrophorétique de leur activité. Sur la figure 7. les zones du ecl
ntenant les superoxyde dismutases apparaissent en sombre sur ['électrogramme.

100 pg

KCN

H,0;

Vo,

Fooure T Mise en évidence des isoformes de superoxyde dismutases chez Vigna unguiculiia
v Mowide (V.a.y et Pennisetum glaucum cv. Souna 3 (P.g.) soumis au déficit hvdnque [es
dosages ont effectués sur des extraits de feuilles de plantes bien arrosées, avece différentes
cuantités de protéines chargées dans les puits respectifs (100 et 150ug).

RON - inhibition au cyanure de potassium ; H202 = inhibition a ['eau oxygénée.
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» partir de ces profi ls, il ressort que les trois principales isoformes de superoxyde dismutase
¢ mnues que sont la Mn-SOD. la Fe-SOD. ¢t la Cu/Zn-SOD (avec 2 formes) sont présentes
hiez Fig na alors que seules 2 d'entre elles sc retrouvent chez Pennisetum (Mn-SOI*> ¢ Cu/7 a-
SOD avee 2 formes et une 3™ qui apparalt au cours du stress - Figure 9-) | ‘emploi
d"mhibit curs spéeifiques (KCN pour les Cu/Zn-SOD et Hx0) pour Cuw/Zn-SOD et Fe-SOD -
voir prostocole en annexe) a permis de distinguer les différentes formes enzymat iques
présentes dans les feuilles dec ces 2 especes (Figure 7).

[ es Slectrogrammes représentés sur les figure 8 et 9 révélent que Fintensité des bandc s SO
varte au cours du déficit hvdriyuc. |1 ressort que toutes les isoformes rencontrées chez ces 2
¢ speees (Mn-SOD. Fe-SOD et Cu/Zn-SOD) augmentent leur concentration en condition de
siress. mals que Mn-SOD ct Fe-SOD montrent un accroissement plus accentué. Par ailicun s.
I"augmentation de cette concentration est plus marquée chez Pennisetum que chez | igia.

FEMOIN | I—-STRESS SEVERE RECUPERATION

Mn-SOD

Fe-SOD

Cu/Zn-S0D1

Cu/Zn-50D2

| igure & Profils éectrophorétiques de I'évolution des isoformes de superoxyvde dismuta se
¢ bez Dieoma unguiculata o Mouride soumis au déficit hydrique et aprés unc récupér aticon
compléte.

TEMOIN STRESSE

Mn-SOD

Fe-SOD

Cu/Zn-SOD2

Cw/Zn-SOD1

1 igure Y : Profils électrophorétiques de I'évolution des isoformes de superoxvde dismutase
¢ hez Peanisetum glaucum ¢v. Souna 3 soumis au déficit hydrique.

3.4.2. Activité ascorbate peroxydase

[ "inhibition de I'activité Fe-SOD et Cu/Zn-SOD par incubation du gel dans une solutic m 1 cau
exygénce lors de la révéation de ’activité ascorbate perosydase (APX) a permis la mise en
cvidence d'une bande majeure correspondant a I' APX d'une part, et d'une bande d¢ Mn -SOD
d"wrre part (Figure 10) D'ailleurs, la concentration de la bande de I’APX apparait phus forte
du fait e I"augmentation dc I"activité et de la concentration de cet enzyme avec |'induction
defieit hydrique.



Mn-S0D

APX

Fioure 10 @ Profils électrophorétiques de mise en évidence de 'activité APX dans les feuilles
dv Vigna unguiculata cv. Mouride au cours d’un stress sévére.

[ $volut:on de I'intensité des bandes sur les profils ¢lectrophorétiques de ces 3 plantes a
pormis de montrer que la survie aux fortes concentrations en radicaux (stress sévere) dépend
d l'accroissement de la concentration en supcroxyde dismutases. Cette aptitude des plantes a
strexprimer ¢¢s isoformes de SOD d'une part. et I'APX d'autre part. constitue un autie
meeanisime de résistance face a la contrainte hvdrique.

( lobalemient. il apparat a partir de ces résultats, que la mise en oeuvre des mécanismes de
resistanc = (fermeture plus ou moins rapide des stomates. augmentation de la teneur en proline
libre, muintien de la teneur en pigments protecteurs. accroissement de la concentration ¢n
SeDs) ne permet qu'une limitation de I'inhibition de I'assimilation de COs. Fn réalité, cc s
reactions de défense nassureraient qu'une atténuation des inhibitions de la capture d’énergic
¢ Jdu transport d’ éectrons dans les photosystémes. Cela sexplique par le fait que la résistance
a i déficit hydrique est un caractere génétique quantitatif impliquant plusicurs géncs
complexcs difficiles & manipuler (Behlassen ef «/.. 1993 cité par ULB ( 1998)).

Pur ailleurs, les résultats obtenus laissent supposer que les processus photochimiques (capture
d’¢nergic et transport d’électrons) sont plus résistants a la contrainte hydriquc que ne le sont
les échanges gazeux (surtout pertes d’eau et fixation de CO»).

Conclusion

I : suivi des échanges gazeux, des activités photochimique et enzymatique. et de paramétres
bsochimiques liés a la teneur en chlorophylle et en proline ont permis dc diagnostiquer I'état
(¢ ibles a*fectées) et la réponse (mécanismes de protection) des plantes au cours de l'induction
d1 stress d'une part. et pendant la phase de récupération d'autre part. Grace 4 la sensibilité des
techniques utilisées. les variations souvent petites du comportement physiologique
¢uergétique des plantes ont pu étre détectées, et parfois, de maniere plus ou moins précoce. 1'n
outre. il faut noter les potentidités discriminantes et la complémentarité de ces techniques
dans les différentes situations étudiées ; techniques pouvant aing ére valablement tilisées
pour le criblage varidtal. Les résultats obtenus encouragent la poursuite de recherches sur les
a-pects biochimiques et moléculaires en vue d'une caractérisation plus compléte des cibles
alfectées et des mécanismes de défense développées par les cultures,

(¢ travail réalis¢é au [.LPAV dc ['ULB vient s'aouter a d'autres initiatives (DI:SS de
e Ndéye Nd. Diop. Universit¢ de Paris 7), et permettra au CERAAS d aborder Jes
problemes de sdection ¢t d’amélioration variétae de fagon plus moderne €t surtout plus
¢iticiente. Par ailleurs. par sa vocation régionale, cc Centre pourra assurcr 1€ transfert de ces
ni¢thodes et techniques nouvelles dont il est dépositaire, aux autres chercheurs africains.



f Yun po:nt de v ue stratégique, cette clémarche permettra a terme. d'affiner et d'uniformiser los

nidthode s d'études de I'adaptation végétale ct dc 'amélioration génétique utilisées. D'zilleurs.
cest dans cette perspective que d'autres séjours d'échanges portant sur les techniques de
dosage de l'acide abscissique (ABA) et d'autres indicateurs dc stress ains que diuties
techniques de biologic moléculaires, sont envisagés avec les partenaires du Non! (171 B,

[ 'niversité de Paris 7).
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ANNEXES



Annexe 1

Protocole de dosage de la proline foliairc libre : Méthode colorimétrique

(adapté de Bates ef al. (1973))

Réactif
Préparer une solution acide de ninhydrine en goutant 1,25 g de ninhydrine dans 30 ml d"acide
¢ cétique glacid ct 20 ml d’acide phosphorique 6M. Agiter jusqu’ la dissolution totale. Cetie
solution reste stable pendant 24 heures lorsqu’elle est conservée i froid (4°C).

Proccdure

I Brover 05 ¢ de matériel végétal (feuille ou racing) dans 10 ml d’acide sulfosalicy lique
3%. puis filtrer a I'aide d'un papier filtre Whatman n°2.

2+ Ajouter 3 ml du filtrat & un mélange de 2 ml de la solution acide de ninhydrine et 2 1l
d acide acétique froid dans un tube a essai.

- Porter cc mélange & ébullition (100°C') pendant 1 heure, puis terminer la réacticn on
plongeant le tube dans un bain glacé.

Extriire Te complexe coloré avec 4 ml de toluene en agitant vigourcusement pendant 15 5
20 sccondes.

¢ - Prélever le chromophore contenu dans la phase toluene et le mettre & la température vu
l[aboratoire dans des tubes de spectrophotométre.

(- Déterminer "absorbance a 520 nm on utilisant le toluéne comme blanc.

;- Déterminer la concentration de proline a partir de fa droite d'étalonnage ¢iablic
auparavant (Figure suivante) avec des concentrations connues de proline commerciale
puritiée (gamme étalon . O-20 pg/ml). [L.a concentration est obtenue en pmole/ml. Pour |y
ramener en pumole/g de matiere frafchc. on multiplie par 5/xg de MF ou on la calcule
suivant la formule ;

tmoles proline/g de mati¢re fraiche = [(nug proline/ml x ml tolueng) / 1155 pg/pumote] ‘g

¢chantillon/5]

N.B. : Cette méthode permet de déterminer des concentrations de proline foliaire libre de 0.1

¢ 36 umoles/g de matiére fraiche. La manipulation dure environ 2 @ 2 h 30 min par iot de 20

¢chantillons.

Précaution : Vapeur de toluene dangereuse (& ne pas inhaler). Travailler sous unc hotte et/ou

se munir d'un masque.

14
D.O. Y =0,004X +0,1147
12 r2=0,91 °
08 R
06 ° )
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Oe
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Concentration de proline (umol/ml)

['roite d'étalonnage établie a partir o une gamme de concentrations de proline purifice



Annexe 2

Protocole de mise en évidence des isoformces de super-oxyde dismutascs végétales par
électrophorése sur gel d'acrylamide

[ .+ techrique de séparation des formes connues de supcroxyde dismutases (SOD) est réulisce

¢n conditions non dénaturantes, ct utilise la charge éectrique des protéines. [,y migration (¢

chacune de ces protéines sc fait vers I'anode ou lu cathode en fonction du signe et de

I"'ntensit 2 dc sa charge, de ses dimensions et de la viscosité du milieu de migration.

( ‘ctte mugration s'effectue dans une matrice obtenuc par polymérisation d'acrylamide (CH »-

( 1 1CO-NI 15) en présence d'un agent de réticulation, le méthylénebisacrylamide ((CH »-

( 1 LCO-NH2),CH,) (bis]. Cette réaction est induite par le tétraméthyléthylenediamine

('EMED)) et. est catalysée par le persulfate d'ammonium (APS).

I s dimensions des mailles du gel seront déterminées par la concentration en acrylamide €t ¢

r. pport acrylamide/méthylénebisacrylamide. Ces 2 caractéristiques imposent une force qui

itapose 1 1 migration des protéines et facilitent la séparation des congtituants des mélanges

I activite superoxyde dismutase a éé révéée par une technique de coloration négative grice 3

I différence dc coloration des formes réduites (jaunc) et oxydées (mauve) du bleu de

tetrazolinm (Nitroblue Tetrazolium ou NBT). L’oxydation du NBT intervient suite & l'action

des radicaux superoxydes produits par I'illumination de la riboflavinc. C'est a@ns que les

zones du gel contenant les SOD apparaitront en clair sur un fond sombre.

I lidenti fication des isoenzymes a ét¢ possible grice & I'utilisation d’inhibiteuis spécifiques

{ Dowler et d.. 1992) avec une légére modification : 4 mM KCN pour Cu/ZnSOD. | (0 mM

1202 pour Cu/ZnSOD ct FeSOD.

1. Préparation des échantillons

Apres prélévement du matériel végeétal (feuilles). un extrait brut de protéines solubles ot

préparé comme suit :

= broyzr | gramme dc feuille dans 1 ml de tampon d'extraction (voir 2. Composition des
solutions  utilisées)

- centrifuger a 20 000 g pendant 30 mn ou a 15 000 g pendant 45 mn ;

- transférer le surnageant dans un tube a réaction

- doser la teneur en protéines (selon la technique Biorad Dye-binding Protcin Assay donnee
dans le kit de dosage des proténes avec I'dbumine sérique de bovin (BSA) comnie
prot¢ine standard) :

= déter miner le volume (pl) d’extrait correspondant & 75, 100 ou 150 pg de protéines .

conserver I'extrait au froid.

NB Pour minimiser les risques de pertes d'activité des enzymes, les précaution> suivantes

peuvent étre prises :

¢ refrotdissement du matériel utilise ;

¢ addit ion de substances réductrices (acide ascorbique, DTT) dans le milieu d'extract ior: ;

« addition de proténes leurre (BSA).

2. Préparation du gel non dénaturant

Ci-aprés. nous donnons les proportions des différents produits utilisés dans la préparation des
vels de différentes concentrationa. Ces quantités sont prévues pour 2 mini-gels de 0,75 mm
d'Cpaisscur, ct doivent étre considérées a moaitié (sauf APS et TEMED) pour un mini-gel. Pew
I détection des SOD, un gel de 16% est recommandé.

On dist inguera essenticllement le separating gel (gel de séparation) et le vacking wel
permettant la formation des puits.



: 10% 12% 14% 16% 18%
‘Acryl/Bis  (29/1)|33 ml [4ml 4.6 ml 53ml [6ml
30%
;/ﬂ;'l"i'is-H(‘l IM|3.7ml |3.7ml 3.7 ml 3,7ml 1.2ml Tris
pH8S8 3IM
‘Glycérol (100%) |1 ml 1 ml I ml 1 ml 1 ml
H20 2ml 1.3 ml 0.7 ml - 1,8 ml
APS 50 pl 50 pl 50 ul 30 pl (40) {30 pl
'TEMED 10 pl 10 pl 10 pl Sul(10) [5pl
_ Mini-gel Grand gel

‘AcrylUBis  (29/1)]0,65 ml 1,95 ml

30%

Tris-HCITM 0,65 ml 1,95 ml

pH 8,8

Glycérol (100%) 0,5 ml 1,5 ml

H20 2,9 ml 8,7 ml

‘APS 40 ul 100 pl

TEMED 10l 20 pl

3. Polymérisation du gel, chargement de I'extrait et migration
Aoprés | préparation. ¢ méange est coulé dans la celule, & mis a polvmériser au fro .d
pendant 20 a 30 mn. Lorsque la polymérisation est rédisée, gouter le mélange du stacking ool
« ¢ placer le peigne. L' ensemble est conservé au froid pendant 20 & 30 mn.
] e peigne est ensuite retiré¢ et le chargement de I'extrait (75, 100 ou 150 g de protéines) st
¢ ITectué au froid dans les créneaux laissés par ce dernier. [.a migration est réalisée au froid ot
sous une tension constant de 200 V.
4, Révélation de I'activité SOD
Rincer le gd a I'eau didtillée.
Incuber le gel dans la solution de coloration pendant 20 mn. (ette incubation se fait i
I’ obscurité et sous agitation douce.
Exposer le gd i la lumiére (table lumineuse) jusgu’'a I’ apparition dc la coloration mauve
Fixer le gel dans une solution d'acide acétique 6% (73%).
[ s tests d'inhibition nécessitent une incubation de 20 mn dans les solutions appropriées.
avant la phase d'imprégnation. C'est ains que pour inhiber les isoformes Cu/Zn-SOD. on
utilisera une solution contenant du KCN, aors que pour inhiber a la fois les Fe-SOD et lec
( 'w/Zn-SOD. on fera usage d'une solution renfermant de I'eau oxygénée (H,0,). Dans les 3
cas, I'inhibition dure 20 mn.
( 'es gels seront ensuite sechés puis scannés.
5. Composition des solutions utilisées

3.1. Tampon d ‘extraction

>0 mM tampon phosphate pH 7.5

(1.1% (poids/volume) d’abumine sérique de boeuf (BSA)
0.1% (poids/volume) d’ acide L-ascorbigque

' 0 mM dithiothreitol (DTT)



5.2, Gel d'acrylamide (2 mini-gels)

4 ml dacrylamide 30%

1.5 ml de bis 2%

3,7m de 1M TrisHC1 pH 8,7

15 ulde TEMED

33 pl de persulfate d’ammonium (APS) 10%

5.3. Tampon d'électrode (10x) ou tampon de migration
60 g/l dc Tris

149 ¢/l de glycine

Si cc tampon parait trop dense.. préparer un tampon (| x) avec 6 g de Triset 14.9 ¢ de glveirie
dans 1 1 d'eau ditillée.

5.4. Solutionrie coloration

20 mg de NBT (ou 2 comprimés dans 100 ml)

37.2 mg de EDTA

20 ul de TEMED

1.5 mg de riboflavine

100 ml de tampon phosphate

5. 3. Solution d'inhibition

Pour les Cw/Zn-SOD
50 mM tampon phosphate ph 7.8
1mMEDTA
2 mM KCN (ou 0,2 M)
- Pour lesFe-SOD et les Cu/Zn-SOD
50 mM tampon phosphate ph 7.8
1mMEDTA
S mM H>0; 30% (ou 0,5 M)



Annexe 3

Protocole de détection de I’activité de |’ ascor bate pcrosydase

!

ascorbate peroxydase existe sous trois formes principales (thylacoides, stroma, cytoplasme)

¢ vt catalvsent la réaction d'¢limination dec I'cau oxygénée dans les tissus vivants.

4

ro

§

A

.

~ Ascorbate + H,0, — 2 Monodéhydroascorbate + 2H,0

Extraction des protéines solubles

Broy er 5 a 10 g de feuilles congelées (a I'aide d'un mortier) dans 10 § 15 ml de tampen
( 100 mM NaP ou KP pl17.8 ;5 mM Ascorbate ; 1 mM EDTA et glycérol 10%).
Filtrer  I”’homogénat.
Eliminer les membrancs et autres débris par centrifugation a 40 000 ¢ pendant 24 min.
Collecter le surnageant ct le conserver a -80°C.
Electrophorése
Préparer un gel de 12% ou 14% d'acrylamide.
Ajouter de l'ascorbate a 2 mM (préparé & partir du tampon phosphate) dans le tampen
d électrode (voir protocole SOD).
Effectuer un pré-running de 30 mn pour assurer la pénétration de l'ascorbate dans le gel.
Faire migrer pendant 1 h 45mn ou plus : ¢e temps nc pouvant jamais dépasser (y heures.
Détection de ['activité enzymatique dans le gel
Equilibrer le gel dans 50 mM de NaP ou KP pll 7,X contenant 2 mM Ascorbate pendiant
30 min. en renouvelant l¢ tampon toutes les 10 mn.
[ncuber le gel dans >0 mM de NaP ou KP pH 7.8 contenant 4 mM Ascorbate vt 2 mM
H>0O pendant 20 mn (H»0; est ajoutée juste avant l'incubation).
Laver le gel dans 50 mM de NaP ou KP pH 7.8 pendant 1 mn.
Incuber le gel dans la solution de coloration (NaP ou KP pH 7.8 ; 2X mM TEMI D «t
245 mM NBT pendant |5 mn.

la lun:icre. les bandes correspondant aux ascorhate perosydases apparaissent aprés *a 5 nin
incubation. Arréter alors Ja coloration par un lavage du gel avec de I'eau distillée.

inhibition

L:quilibrer le gel dans 50 mM de NaP ou KP pH 7.8 pendant 30 mn.

Incuber le gel dans 50 mM de NaP ou KP pH 7.8 + 4 mM H,0, pendant + 20 mM -
Chloro-1-Naphtol ou Pyrogallol.

Lave r le gel avec de l'eau didtillée puis le scanner immédiatement pour empccher ;a
disparition des bandes.



