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Introduction

Ikns Ic cadre du projet “i\l~~;(.tlnisnle.~  i’lll:~iologiqtrc.~  de 1 ‘diipttrr’iim  N Itr ~~~~*iic~  I’.VOC’ (jt
1’; c;tllim \wic;talc  / ww ics rCgiom  sèches” RéfCrcncc (362-21 -JO!‘1 C)/l 995. le 1 .abora:,)irc  &:
P!~~sioi(rgic ct d’.~~rt~tccil~lolo,ties  Vég&alcs  (IPAV) dc I’UnivcrsitC Libre dc Dr~~wli~ s
(1 lf,f)) conduit de,; rcchcr~hes d’une part. sur les corkquenccs du dcficit  hydriyuc  sur
1’ ~rganis,ttion ut 1~ fi)i~ctionnernent de l’appareil photosynthétique. et d’autre part. <ut’  it s
Ilicicanistncs de défGnse dk~ioppés  par les plantes face à cette contrainte.
1 ‘!)hjccti f princip,il du CC~ rcchcrches  est d’affiner la comprGhcnsion des mCç,.ulism~ a;
hrophysi .lues, hiochimiquc:i. et moléculaitw de la résistance des I~gumineuses  trctpiciai~-s
c,l?ti\-Scs à la skhcr<sse.  1 KS connaissances  acquises permettent de proposer des critt.ws  ~IL!S
psrtinents  utlli4~lcs pour IL) sélection  et la création \,ariétale,  en WC  dc I‘om~liornticii~ I,~L’ “1
production.
/4 i;lsi.  d:rni !c cadre des kjours d’échanges scientifiques entre Ic: CERAAS  et I’~iLl3. nets
at ,jns cf‘rèctu~!  um- mission au l.PAV  dirig,G par le Prof kan-Paul Deihayc pendant la lkrio<!c
d;i 2’7  novembre l W7 au 26 février 1998. Pendant cette mission. nous avons I~I~I~?  CII
c ~Iiahot~tion avec Dr ~Muriellc Eylettcrs  et Mr Yao Casimir Brou. une cspérinlcnta’:.ion CI~
si ~-r-e s u r  Ic thi:nie  : “l ‘OPi.V~‘iillCiiC~.V  r.‘~~~.4!\‘iolo~~il/lres,  hi0chinziquc.v  e t  r~~olckwltrirc.~  du d.!fi(*il
<:. hiqm’ c~k Ic i~ic;hC  f lignn  wipicidd(i (I..) Walp  c-b’.  Mowicfc~~  1’1 le mil  (I’cvi/,isr~lii;ii
,y:tolCuttl  R. I.wkc  c’\‘.  Somrr 3) c:dtivck  ~1~  S~~~c(q11”.

1, Ohjcctifs

A ;ravcr:, cc séjour de rcchcrche. on s’est fixé deux objectif’s :
l dc S~U  familiarisc‘r a\w les techniques  d’étude et l’appareillage utilisés pour  S~I~~C IL.~

plramt’tt~s  biolîh!3iquci;. biochimiques. et molécuiaircs  liés à I’etat hydrique intcrnc c1t.s
p?antes ;tinsi qu’nn  r~p~w~scs  développcks  par ces dernières (tkhanges  gax~~~.  1 ‘;lcti\G*cj
lîll~)toclii”2icltic. osmorégulation.  activité enzymatique) face à la contrainte ;
0 d’acyu&ir dt3 informatic~ns liées i l’acquisition, ti la fonctionnalité.  ct au coCt du ncwt  ci

G liiipcni 30 du lahoratoirct partenaire utilisable dans le suivi de nouveaux param~i’1rcs  $ . n
milieu i-tel.
2,  Matériel et méthodes

2.1. Matériel et conduite de l’essai
l : matC*-ici vC;g&al  étudik t:st constitué par deux cultivars  d’espèces vivriks c‘uiti\ ks ..u
!%ég,al Ic niGbC ( I ‘ipzu  iluglliC2hfL~ (L.) LVillp  Cl’. hhirride)  et le mil (I’enrzisefwi  ,c’~~/M~uw
R. Ix&~ 0’ Sozin~r  3 j.
I ! cultu*u a Gtt!  conduite cn pots dans une serre automatisée de I’ULB (photoperiodc 16/ii :
ttwlptkature  jour : 2O-25”C’/nuit : I5-20°C  ; éclairement : 500-600  pE.m-‘.S’ ; humidiiC
rt l;.ttive : 5Cb75%) IXS pots ont été remplis par un mélange constitué de sable (75,.4%), JC
terreau ( 19%) ct de vermiculite (5,6%).
l . scmi ; a Cté  eft;ctuti  aprés 1811 de ressuq’age des pots arrosés à la capacitti au c11111np 2
r#  ison dt*  :1 graines  traitées au Granox par pot pour Ic niébé et d’une pincée de grains pour IC
II il. Cln IÊmariagc if un pied par pot pour lc nié& et à 3 pieds par pot pour le mil. a ktrl rcsalis?
1.5  jours aprés le semis.
;‘:tl cour*,  de l’L’sp~rlmt’rlt;ltion, le déficit hydrique a été induit par arrêt dc l‘arrosage !itlh pots
l! !llr 10s  plantes strcsstks. I,es paramkw Ctudik  ont été suivis pour des niveau1  C!C Strc’>s
II i,BdGrC ~71 sC\+rc respccti\wient sur les mi3nes plantes. Leur évolution  a Ct.6 Cg;~Jcm~*,~r
ci .wrm11 CC pxdmt  ia phase de rCcupt?ration marqué:e par la reprise de i‘anro~agc.
l .* disp~.sitif’cvp~rimcntr~i  ktait  en randomisation totale. Il comprenait deux fktcurs : l’c:,p&  c
! 2 tlivi:aus)  ct Ic régime: hydrique (à 2 niveaux  ) soient 4 traitements. Chaque trakmcni ;I
C?i: r:ptJti 1 O fois soient 4) pots ; l’unité expériment,ale  étant représenttk  par un pot.
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2.2.l’ar:tmètrcs  étudiés ct techniques de mesure
I ::\ m~thodcs  et techniques d’ctude utilisées sont ccllcs permettant  de carnct&is(:r  t’tir rt
11 +driqik inkrnc: des plantc5 cpotcntiel hydrique foliairc) et de suivre rcspecti~~ci~wnt  It:s
~&:tl~]~~cl~~ t’axi1.s (conductanw  stomatique.  transpiration, assimilation nette).  I‘:ic$vi~G
~irl,tc.,~~iinl~,rle (flilorcscence  des chlorol~hyllcs).  Ics  teneurs en pigments çll1ori~pli~-lli~~=ns, : 11
Iy:‘f rline libre. et l’activitc  e n z y m a t i q u e  (superoxyde  d i s m u t a s e  - SOI) - ct a*.wrba~e
p~.x~sydxx  - AIT -) au cours de la contrainte hydrique.
Ffi .\ 111~3 irt5 des diffCrents paramètres ont ktk réalisées sur la 3c\‘nc feuille 5 partir du ~w~~~i-~rt
d * la pl intc. ;I~X mêmes moments correspondant respectivement 11 des nivcauz  ci,: 4t’c:,s
l~,~driqtr~s  modk.2 et skkre. mais aussi pendant la récupération.
22.1. Suivi de l’état hydrique interne
! ~~~~olulion du potentiel h~drique foliairc (\i/) a étk considckéc  comme critkke d’;tppl’iciatii+n
dii la ci.ktiqu~  de dkshqdratation  (niveau de stress) des plantes soumises il I:I c~wtrai~l:,t’
II,, driqu~.  1,~ potentiel hydrique foliaire est une grandeur thermodynamique  qui caractérise
I’ ;lat Cr~ir~~tique de l’eau dan5 la plante. II correspond à la force (Aiergic)  rkcessairc  pc’lil
c.,;trairc E’eau du tissu vég&al et la porter à l’état libre.
I prcsw hydraulique ~fabrication locale. LPAVII JLB) e t  l a  chambre  à prcssiotl t!pt’
I”\:ls 1001 ((I’orvallis. Oregon, I [SA) ont étP utilisci-es pour mesurer Ic potentiel hydrii.jix  (II/)
rr .,;pccti\cmcnt  sur lc mil ct le niébk. 1~1 mesure est destructive et consiste à appliquer  uw
I:~~~,.+on ci)ntrc‘  I’~chantilloil  (fcuillc  entiére.  bout dc feuille)  jusqu’à l’apparition du m~:nfsqu~~
(1  : .;;‘\,..* :!II I:i ~:urfact dc çt*ction chambre  ;I pression ou d’une tache Irumidc~  ::II~ 1 < ;xpiL:r
k:i;xd : cette pression compensant la tension A laquelle la &Y kt,ait initialcm~tit  V~NIIII~W

c!  1115 l a ,,u‘;culnrisatioll du vég6tal  intact. Ce potentiel hJ.drique défini par rappcjrt +:clui tk
1 ..~u pux Iibrc qui est cc~nventionnellemcnl  fixé à zkro (0) sera toujours notti cn ~1ck1t.s
nQati\fe  i.
2.2.2. Suivi des échanges gazeux
1 : slui\ri des échanges gazeux  a Uté rcalisé  irl  IW il l’aide de l’analyseur clc gaz il inlixrougc
1 i:(;,\ (Infixeci  Gas Analyser) type LCA2-I’LC modèle ADC (Analytical  Dcxclopnrcnt  cYL’l.
1 14.. i’illdar Road. Floddesdon.  IJK). Cet appareil comprend une chambre dc mc’wrc’,  utw
r.;mpe .I air ct u n  Iiiicroproccsseur.Son principe est basé sur la mesure du L.N~Y  tic
r!lotostï  Ithkx par le bilan de COI des flux d‘air entrant et sortant de la chambre dc mt:?,urc.
Il$ partit dei paramètres fixés (rayonnement photosynthétiquenlcrlt  actif (PAR). surfac:c
f rliairc). recalcillis  au niveau  dc la chambre d’analyse (dkbit d’air.. humidité relati\,cl. pression
!--1rticllc dc  CC),. pression atmosphkique,  température). le microprocesseur  pcrmct C~C  i alcul:I
sl*lon Ic*% formules de van Cacmmercr  et Farquhar  (1981) : la photosynthèse nette (pmole
( r ):.m. S-I j. la conductance stomatique (mole CO~.m-‘s-l),  la transpiration foliair~; (mole
I l..O.mT’ s-’  1. le taux de CO! de la chambre sous-stomatique (p1.1“ ou pmolc  C0,.m-7.,..“’ ).
l LT  mes ires sont effectuées dans une pièce du laboratoire où le rayonnement con! cnahlc  pc’ .H
ct I;I réalisation des échanges gazeux  est fourni par des lampes (400 watts) qui 6mctmt une
Lxniitrc d’intensité modulable  à l’aide d’un filtre.
2-2.3.  Suivi de l’activité photochimique
I ;I flwrxmw chlorophyllienne s’effectue pendant la phase claire de la pll(~tc~s‘,t~tll~.;c  ;NI
cirurs dt:s uxnsfcrts  de I’t?nergie d’excitation entre Ics molécules dc chloroph>  Ile a. $21 rc.stc
kiroitcm znt lice r\~ l’actiGt6 p)lotosynthétique  des  plantes .  1311~ constitue  un  pr~m~!;sus  (le

il&zicti~~itiori des pigments  excités clui entre en compktition  avtx la phot~~chimi~~  t‘t  la
d !:<sipatifxi thermique.
1 II cffc . en conditions c;ptimalcs, l e s  q u a n t a  dc lumiè re  absorbes par Ics  prgrncaits
~“~“t”syi”thet.iyltcs sont cn ma,jorité utilisés par la conversion photochimiquc  (65%).  alr)rv
c; .:!une Iiihlc partic  (3 a 5%) est ré-émise sous forme de fluorescence rouge à ~i~r~.)ch~‘-
i I!i-arouj:e et dc phosphorcsccncc ou dissiptk  sous forme de chaleur --- non ratli;ltivc  - (20 ri
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I’ig”.tre l : Représentation schématique de la cinétique de fluorescence ~~h~;i. II.:< vC;:ct,r:ty
chlt~rophylliens.
On distingue deux phases :
- une montée très rapide de fluorescence (1 à 2 secondes) ;
- une descente lente (10 à 15 mn) correspondant  à une extinction ou clrw~c‘lr~~~.
Le lien entre les différentes phases de cette variation de fluorescence :‘t I’it<ti~iiC
physiologique des plantes a été établi.
0 correspond à une mesure de la distribution initiale (Fo) de l’énergie d’excitation airrsr ituc
de l’efficience de la capture d’énergie au niveau du I%II. Tous les ccntrcs  réactionnels  (lu O)S11
sorrt ouverts CI les accepteurs d’électrons QA sont à leur niveau maximal d’osydati(:n
0-i : correspond à une réduction des accepteurs primaires d’électrons QA en equilibre  al:ec~ ($rl
. e: une accumulation de Qt3 sous forme PQl-I2.
I-1’ : traduit une accumulation de QA- et de Qts”-. La fluorescence est au masiniuni lo1~l112 IC
pool de PQ est réduit.
P- f indique l’extinction de fluorescence dite phase lente. 11 y a activation de l.,.  calwr~;C dc
transfert d’électrons au niveau du PS11 et activation de la chaîne complète. CetiL, pha~c cntc
aboutira a une stabilisation de l’émission de fluorescence correspondant a l’état stationntirr,



il parair .ic points rcmarquahlei~ de cette cinGtique. on d&minera Ici; paramètres yuar:,titatil!;
c,:inct~ri!,ticlucs des réactions ptlotochimiclucs et non photochimiques de la photosynthw:  qki
p.*rmcttwt dc caract.Criser I’titat physiologique de l’appareil photosyntheticluc.
I\i! cour,  dc c‘cs  travaux, nous avons utilisé les deux principaux appareils pcr3icttai~Z
;K tucllement  d’Ctudicr la cinétique  de la fluorescence : Ics  analyswrs PEA (Plant l :fiiciCnc i’
4 ‘:;lIyScr. l~ILlnSatcl:l~) et PAM (Puise Amplitude Modulation. IIansatech).  Ils au;:.)rxtit
n*~pcctivcrnçnt les mcwrc‘s  de In fluoresccncc rapide (excitation des chlorophylles).  ct à 1.1
fois de la fluorescence lente et rapide (excitation-désactivation).
2.2.3.2. Llescription  ries cippareils
l Le Pulsc Amplitude Modulation ou PAM
C’.:  fluorimCtre fonctionne avec une lumiérc  modulée et une lumit’rc blanche actini~~iw n(r’~
w .+duléc. 11 comprend  une photodiode émettrice rouge pour exciter  la tluorcsccnw.  et clq..~~t  1~1,
I(:rigueur; d’ondes (environ 630 nm) sont absorhi:es  préférentiellement  par le PS11 . l. 111.
p!‘otodio.lc  rkcptrice munie  d’un filtre  rouge (environ 700 nm) pcrmct de dkctcr la iunrik;
di longxur d’ondc su@-icure  à 700 nm et correspondant ?I la tluorcscencc  rP-émist: p;lr 1.i
fc .iillt. I.‘appawil w compl$te  d’un oscilloscope et d’un enrcgistrcur  R papier. et nc pcrt: ICI  C~[C
des observations au laboratoire.
C’2ite  tcchniquc du mésurc  constitue une kférence pour les mesures  ct Ics  titude.i tic i.:
tl:i~.wsccncc  dei; végétaux.  IIIe s’appuie sur lès travaux de Schrciber (19S3). dc Schrk:ib:r  : v
iii’ (, 1080). et de Schrcibcr et Bilger  (19871 à qui revient la ccwxption  du prototb pc ti .;
tl:wrimt:trc  niodril~: Elle  permet  l’analyse dcc; paraniktrcs  dc la cin&iquc conipIL;tC  (r;:pidc . . I
knte) de la fluorcscencc des chlorophylles.
F,ik conciste ri mesurer la fluorcscencc des fèuilles  cscitées  par une kblc lumière nn;:l~~tiqu;
p1:1séc  (J’l,) - suffisamment faible pour ne pas provoquer de variations de l’état fluowccnt
ut ;I niwwr I’accrcrissement de cc signal analytique lorsqu’on lui superpose une fijrtc‘ Il.inliCï,-
wiurantt (SP). c’ct accroissement est ensuite mesuré CII présence d’une lumik-c  l~lanck
3c.tiniquc (AI,! non mcxlulée et d’intensitc  variable servant 51 induire la cinGtiqw d;
fl;t,~resccncc cl~lorr,ph‘jllici~~~e (Figure 2). I .c  terme de cette mcsurc est niaryuti  par mini: r.:-
c):~ ;” datiorl complktc des quinones  obtenue cn appliquant une Iumitk rouge-lointain (I‘R + CI~  i
ehcite prcf~rentiellement  le PSI.

‘Cittte cowbc présente des points caractéristiques que sont :
“. F. - ;ntcnsitC dc: la fluorescence initiale 5 l’état adapté à l’obscurité et correspond,tnt II 1.:

fluorcscenw  dcu antennes avant tout processus photochimique (tous les ~.wtré5
réactionnels ouverts) ;

1 . Fhi := intensitl.  dc la fluorescence maximale à l’État adapté à I’obscuritg et corrcspwd,mt  ::
la rtk~uction maximale du pool de quinoncs (tous les centres réactionnels  fermés) :

- Fli - intensitti (11: la fluorescence initiale lorsque tous les centres rGactionnels sont t’iii\wt*,
à n’importe quel état adapté à la lumiére  ;
F’h, intensité de la fluorescence maximale lorsque tous lès centres  rtktionncls soi’-1.
fermes j l’état adapté à la lumière ;

.. F, 7~ ,ntensitk dc la fluorescence  à l’état stationnaire (stccrc1~~  .s/crtc~)  qui dkfïnit In ~~ériocl~
durant laquelle  I’intensitG de la fluorescence  ne change pas; alors clue les conditions re:;ttx:t
const,.intes ;

.. F ==  iiitensit2  rcklle dc la fluorescence j n’importe quel ntoment  :
” F, - intensit2  dc la fluorcscencc variable maximale (FL,-Fo), état oil tous les proccs:;tlh no I

photochimiques sont à Icur minimum ;
__ y,-7 IntensitC (Ic la fluorescence variable  maximale  (1:’ i&:‘u)  à n’importe quel Ctat ;kiaptG

à la IuniiCx.



( ~‘1  aplwrciX nous a également permis de suivre  l’activité du PS1  en déterminant  IL’
p.iurzcntags de  1’700 oxydé (P700+) qui constitue  un indice d’efficacité du 1ransfct.t
d’c~lcctroîw.  Pour cela. la \xriation d’absorbance est mesurée entre un niveau mininiuiii ct 5.in

I~:~~Y;~u  naximum  respccti\,emcnt  e n  présence d e  A I ,  (AAn,,n) ct d e  F R  (J~A&).  1. e

~i~urccntag; cc-t * P700’ (?W700~) est donné par le rapport : %P700’  = (*Anl,niAA:lln,l s ” 00.

1 igre  1’ : Courbç  d’induction de fluorescence de la chlorophylle a enregistrtie  ilvc;c  ic”
fiwrimL’trc a 1umit:rc modulée ou PAM (Puise Amplitude Modulation).
œ l .c l’!cnl/ ,!@cit.~my .~1u111/,v.sw ou PEA est un appareil portable qui autorise une utilisati~;n
idem  iabo:xtuire  comme au champ. Ii est constitué d’une boîte de contrôle  munie d’un
n :croprocesscur. ct d’une unit6 s e n s o r i c i i e  q u i  6mct d e  l a  lumière  rouge saturame
(St5O nm ‘650 w.m-‘) préférenticilement  absorbée par le PSII. Cc microprocesseur pc&wet k
c~~lcul et IL‘ stockazc des données, tandis que la source lumineuse constituée de 6 photodiodes
ZI , wc l’illumination des plages  de feuilles préalablement adaptees  à i’obscurik  (olivcrtux
1: kmalc dçs centres r~actionnels)  et détecte à l’aide d’une photodiode réceptrice ax;ocik a
I:.:I amplificateur, les signaux de fluorescence induits.
1 ;I premik étape de la mcsurt  consiste à placer le clip sur la feuille de manière à acl;tptcr la
~;lrt’xc-tesI. ;i l’obscurité pendant 30 mn au moins ; l’objectif étant de permettre une olrvcrturt:
ca:mpl&* dc tous Ics  ccntrcs nktionneis. Dans la seconde étape, ii s’agira d’illumirw cettc
silrfkc-lcst par un flash dc lumière rouge. et de dig,italiser  à l’aide du microprocessellr.  la
c;nGtiquQt  de fluorescence (Figure 3) qui fait suite à la saturation des accepteurs d’électrons.

1 ig,ure .( Courlx  d’induction de fluorescence de la chlorophylle a enregisttxk  ;,IL~C le
Ilrlorim~ tre ii lumière non modulée PEA (Plant Efficiency  Analyser).



chioroph~~lles.
2.X  Suivi de I’activitb  enzymatique
1 Lins Ics conditions nornialcs  de croissance. les plnnfcs (et autres  êtres ii\2nts ~~Crcihiquc~~ 1
Ii’~~,wr~t  clcs  produil.s tosiques  dtkivés  de I’oxyg~nc. Les  agents de stress végétal Ir:s plu\
IX tt)utCs  vt Ics  plus rkpandus sont les espèces actives dc I’oxygènc (I3IOi qui possL;dcnt un:
pt ;.; 1111 moins grande rk~ctivité et agressivité  vis-à-vis  des s tructures membr;~nairc~
i l~!Aiquc~s et protCiqucs)  t’t:(tu nucl6aires  de la cellule animale ou  végétale  : il moins  ~;I.I’c~/L’~;
++ii’n[  in-.mediatcnïc:lit élimlrlk ri leur site de formation (Fridotich. 197-t ; 13stncr. 1 OS2 :
\\ iw cl Iaylor. 1987 : l.ox<r. 1094). Cependant. le stress peut acccntucr la libtkation  dcb
1: \O par rupture  d12  l’&luiIibrc entre leur production et leur élimination. A ternie. les sj st&nci
$y:..  )Il[ (lfjplliSé>.. cc*  qui cntrainc  une destruction irkvcrsible qui met en danger la yic dts  CL.*~
l3:u.
St ion l lalliwcll et ( juttcridgc  (1989),  les oxydants dkrivés  de I’oxygL:nc les plus connus SW’I
IL’ . chus  formes dc I’o~yg&le singulet  que l’on note: ‘:lgO~ et ‘Zg+O, ; le radical supcrosyd~;

i ( l.‘-) ct YOII acide 1-àiblc  conjugué  le radical hydropcrosyl  (I-102) : l’eau oxygt$nk  (1 Iz< ‘J) ut Ir
r.;i~!ical h,:clror>~l (‘1 )I 1). TiWefois,  les organismes ont acquis des systcmcs de clèfcnsc ccrntr;
LC*~ cspkes ;tcti\&s  de l‘oxygène au cours dc leur évolution.
1 i <upcroxyde  disniutasc  - SOI) - (f7C 1 .15,1 .l) est un enzyme clé qui constitue la pt~cniitirL>
ii IC” dc  dCl~nsc c:ontrc 1~ tosicitè  de  I’osygéne ct catalyse la dismutation de I’anio:]
~4ijKYr~lS\  Lk Cl1 ON)‘,,“L;nc  mc~léculaire et en eau osygcnéc  (McCord et l:rido\kh. I9fd’r. l Y.1
ii. .~inua~-t  la c~~ncc’ntration ;i l‘?tat stationnaire du radical superox>.de.  la SOI) pr~>iC;gc I,I
*i Ilulc dt:s effets nuisibles  Je Ç:C radical et des autres esptkes  réacti\.es  de I’osygi‘nc qili (Y
A t~i\~it Kanematsu et Asada. 1994). La SOI) est une métalloenzyme à deus sous-uiiitcs  dr‘
~.Irnc  taille ( 10000 kDa) iic;cs  par un pont hisuliitc (Fridovich.  1974). 1,~; trois types r,:onnu-;
d: ,:el cn i>‘nic  15~2 diitingucbnt par leur groupement prosthétique mAaI pouvant Ctrc  cmsr  itw2  cli
;I iny+  <c’  (Mn-S< ID). dc ikr (fYe-SOD) ou de cuivre et de zinc (Cu/Zn-SODk  h p,lrtir  il<’
Ic jr c~om,~ortcrn~n~  \,iA-\-i\ de certains inhibiteurs. Bowler  et ul. (1993)  distinguent !ç typ.”
(’ 1 /,n-SI>D sensible  au  K(‘N et SI l’it-I$32, le type Fc-SUD qui n’est sensible qu’A  l’II~(:l~.  et IL:
t! pc Rln-X)l>  insensible auy deux inhibiteurs.
1 .I dCtnsication des radicaux superoxydes par les SODs  produit de l’eau ox>génk c-lui c:,t
AI .,.;i 1.111  ptoicc)n  pour les structures membranaires (‘Bowlcr et cil., 1992). I,‘eau oxygt~k CYI
h! I~inCc par la catalasc et par I’ascorbate pcrosydasc APX - (Mittler et Zilinskas.  3 C)%$i
i :~ttïcacit~ de la r&istancc‘ dc  la plante aux radicaux superoxydes et B leurs d&i\t,is SU;I
I;ti\ction de l‘aptitude de ia plante à produire en quantité suffisante. et à temps opportun IL:;
LV  :?~ncs de dtitosication  (SOI),  APX, glutathion-réductase, . ..) lui permettant de Q:
d!:Iwras~.er rapidement de ces entités toxiques.
1 “c: connaissance de I’Cvolution de I’activitf et/ou des isoformes de SOD au çcjurs Jr:
1’ Induction du délicit  hj,driquc  permettrait de comprendre le niveau d’implication du CC~;
+XI  .~~~xw  dans la physiolo~ic  dc la résistance au déficit hydrique. Il serait également i.:itilc &:L/
i-c  Lik.zrchr*r la relation poui’ant exister entre I’activitc  de ces enzymes ct I‘efiïcacit?, JC la
p 11  )tosyntht;se  en conditions de déficit hydrique.
2‘..’ 4.1. A c fivitk  siqwwxyle  rlismutnse
I ;1ctiviti; enzymatique des isoformes de superoxyde dismutase  a été évaluée  à partir dc bc,*i
l~~:~~iin~c~~sic~rln~ls nl.~n-di:i~~rtI.iranls  de bis-polyacrylamidc (1 29) de 16% selon le prr,tr)c,xjlc :ic
I~~:~ruchamp  et Frid~~vich ( 10'71) modifié par Mauro cjt rrl. (non publié) (voir annexe).
I .!ctit itr; b-upcros~~dc  dismutastt a ét<il d&rminéc par la technique dc coloration r!t$:ttii i:
~:::CC au c tliilercncw dc xmleur des forrms  réduites (jaune) et o,xydkes (nrauw)  du  t,lt,u Lfc~
tc-ii.azc~lii;m (ù’itroblue ‘I‘~~trazolium : NBT). [.‘identifïcation  des isoenzgmes  ;I 2tti j)oo;sib:;:
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~t.kC à “u:ilis:ition d’inhibiteurs spécifiques avec une I&$re modification : 0.2 ?VI I\( ‘N po il
i i.r/%nSOD, 0,s M l-l$& pour Cu/ZnSOD  el FeSOD.
2-2.4.2. .4ctivitJ  ascorbnte  peroxydase  (APX)
+,ii cour; de notre csp2rimcntation.  le dosage de l’activité ascorbatc pcroxydasc il titi ~~lfbc?~rti
-~Ion le protocole de Mittler et Zilinskas (1994) (voir annexe).
2.25.  Dosage des chlorophylles et des caroténoïdes
l )2s dis.lucs foliaires  de surfaces connues sont prélevCs à l’aide de l’cltiport~-pii:l.~ puis
broyés  ;:II pottcr  dans 3 ml d’acétone 80%. L’extrait est centrifugé à 10 000 tr/min  pcnd;iiit
1 rninut~~ IX surnageant est prélevé, et la lccturc de l’absorbancc (A) faite XIX l~wgw~t~
ti‘ondc suivantes  : 470 nm. 646 mn. 652 nm, 663 nm et 750 nm.
l (Y tclicurs cn chlorophylle a (Chlaj.  chlorophylle b (Chlb).  chlorophylles totabs
~~“MI  7-c hlh) ct car0tL;noïdcs (Cs+cj  ont étt! calculées et rapportées à la surface prclc\&
(:!lg.m-’ I sclm  l,ichtcnthalcr  et Wellburn  ( 1983) à partir des formules suivantes .
(Yhla  = 12,21xA663  - 2,81xA646
C’hlb  = 20,13xA646 - 5,03xA663
( ‘s+c  = (lOOOxA470  - 3,27xChla  - 104xChlb)/229
2.2.6.  Dosage de la proline  foliaire libre
Pour r&ister  au stress ènvironnementaux. certaines  plantes sont capahlcs de rtraintiinir  (L.5
liassions owotiques élwées dans leurs cellules. Cette augmentation est duc à une
~~,curnulatio:l dc toute mc série  de substances osmorégulatrices  ct osmopmtèctric~s  I poiyo~c;.
:i<ides ami&...).
I”;mii t( rus 1~s  aniino-acides  présents chez les vég&taux, la proliiic  est celui dont la :\~wrlk;c
i %I  la plus importante en période de stress  (Barnett et Naylor. 1966). 1:llc joue ~111 rctic
(.I’I)slnOrI:C;lll~~tC1lr dc la turgescence cellulaire (Field, 1976) et d’osmoprotecteur des (.~i:l~ynr~~~~
c > toplasmiyues  (Pollard  et Wyn Jones, 1979).
lB~~~~di~~~t  l’extraction. l’échantillon (0.5 g de feuille) a t%é  broyc  dans 10 ml d~;~c~~le
~..ifowlic;~liquc 3?,A.  puis filtrer à l’aide d’un papier filtre Whatman 11’2. Par la suite. 2 ml ,lc
I ,I e.xtr;lit filtrat ont Cté  prélevés pour le dosage qui a été effectué suivant iiiw  tc‘Cll!li~~ilC

Aaptée  de Bates cl/ (11.  (1973) (protocole en annexe).
3. Résultats et discussion
3.1. Paramètres caractéristiques des échanges gazeux
I’:mciant  la pariode d’induction du déficit hydrique. le suivi des variations des param;;rrt*s li2,
;;1.1s kklm~ges g a z e u x des plantes (conductance stomatiyue. transpiration ioliaiic.
plmtosq‘~Ithèse  nette et concentration sous stomatique de CO?) a été réalisé en foni:tion clu
r;i\~au tic stress. et les tableaux l et II présentent les résultats obtenus chez lcb deux t”spL;~~s
'~‘tthlea11  1 : I:volution  des paramètres caractéristiques des échanges gazeux che/  i’i<~irc,
lillgl4iCllk~lt~i  cl’.  ~Mow-idc.
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‘I  ,~blwu II : IIwlution des paramètres caractéristiques des échanges gazeux  chw /‘(~ttrr!vtuttr
<-~~1w.wrtt  cv. Souna 3.
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i C* tabltau  l permet dc montrer que G’ignrr z~r~gz~iwl~~/~~  manifeste une diminutio!r  JC\ I;L
c~~~duct;unce  stomatiquc  (( is) qui traduit une fermeture rapide des stomatcs suite ti uni IL’~C~Y
l-:.iissc (wcss  hydrique mod@ré) avec Gs qui devient nulle. Cette fermeture des stc~nlat~:~<  ind~ir
twx: fort<% rèduction de la transpiration (Tr). Toutefois.. il apparaît que malgrk cette fwncturit.
-1 I tic s’annule pas : ce qui Iaissc supposer I’cxistcnce d’uno transpiration cuticulairc.
I”.-trallélw~ent à cette fermeture stomatiquo. on note d’une part. une forte baisse. Ile lu
pktosynthèse nette (Pn) qui peut aboutir à un arrct du phénomène. et d’autre p,trt. UIC
ai.rgmcntation de la teneur en CO-, intercellulaire ((‘02 int). Cette augméntati~w  po:iirr:;it
?;~illcur~~ &rc due 5 une dénaturation des cwymes  responsables de son incorporation pendxrt
1,~ photo:synthèsc  (ex : Rubisco - niébé - et PEPC - mil -).
1’:~ ai1lc.w.  il faut souligner qu’a@ cessation de la contrainte hydrique qui se traduit  par utw
o:r potwticl  hydrique des plantes précédemment stressécs,  Pn et Gs des plantes  pr~c~d~~mm~~~t
i;ircssL2 tout en augmentant, restent  inférieures (récupération incompkte‘) à celIt det plant~:ï
t:*moins qui ont toujours t:tf bien alimentées en eau ; de même que la concentration dtb  CON int
~:ii rt‘stc~  plus élevée chez les plantes qui ont subi le stress. Ce constat pcrmel tl’l~mettr~:
l’i?ypothkc  d’une altération partiel de l’appareil photosynthétique (stomates ct mcmbrarw),
t hw le mil. le tableau II révèle  que sous l’effet du déficit hydrique marquk par unt’ bAsse dc
lx~tentic~ hydriquc foliaiw Gc, et Tr baissent significativement ; mêmct si les stomattis  II~’
s~~iblcni pas montrer une fermeture  compkte.  Concomitamment.  Pn accusê une rc.rduction

tfks mar~.lu6e mais ne s’annule que  pour un stress marqué (11’  = -1.77 MPa). et la C,,11C~.iltl.ati(ril

4: CO: int augmente rapidement et. double quasiment chez les plantes strcss&s potlr MI

c!>ficit hydriquc  s2krc (11’ == -1 ,77 MPa). 1% outre, après la reprise de I’arrosagt:. I~L.  plant~c,
r:k)ntr~nt une récuptkition  cornplt’te avec 6s. Tr, Pn, et CO2 int qui retrouvent de.  ~&xr~
s!milairt*s A celles  des plantes tkmoins  qui ont été toujours bien alimentées.



( ~lcG~&~,icnt.  Ic niéb? montri: une chute plus rapide (peu aprk I‘arrCt d’arros:gC) .:t
I’.  Iati~uwnf  plus importanlc  dç Gs, -1-r ct Pn par rapport au mil pour PAR ct l’f 1.elati~~~cnk3il
1 :isins. D’autre part. on note chez les i3 ~S~CXYX une accumulation dc COI cIui ~~p~nd;.uil. C~~I
plus forfc chez le mil (prt;s de 2 fois).
,“,pI.L:s  1: reprise ck l’arrosage, 1c m i l  manifcstc  irnc nieilleurc- C2pilCitti  clc  kx1pkh  .itiiin
1 -k.i:upCr;GIon  plus coniplél~:). Cela suggère pour la variété de mi! SUU~/ 3 CrudiC*c. 1114:
ls,ipacit6 dc mettre cn (cuwc  des mécanismes de protection et/ou dc IVorganisation tlco, lkiolt~
l-~~ovoquc~es par la contrainte hydrique.
3.Z Evolution des paramc’tres  de la fluorescence chlorophyllienne
ii;, w analyser Ii1 rC;ponsc  ;lu stress dévelopfxk  par chacune de ces 7 espèces, les paraniCtr2s <IL‘
1, !luorc.;cçnce  chlorophyllienne  suivis sont notamment  : le rendement quantique  ma>,im.ll ;~II
I;-: I I  adapté if I’obscuritC (F\,/Fm=(Fm-Fo)!l:nl).  Ic rendement quanCcIuc rCc1 ch: PS il
( : t.‘:l:m ==( F-m‘-Fo” ),‘Fm J. lc rendement  quantique  plîotosynthotiqu~ d u  transpo!*L  ncrll-
c’:  ~liclue d’électrons dans le PS II (AF/Fm’ .= (Fni’-Fs)#m’),  ks cocflïcients  d’esliwtirw
l’trotochimique (qP ;= (Frit’-Fs)/(Fm’-  Fo’))  ct non-photochimique (qNP .-.  l- ((F’m’-  lTt~‘)~:Iyn~-

F.\I)) de la fluorcsccncc, et Ic: pourcentage de P700 oxydé (P700’).
- l;v/l:m  renseigne sur I’cffïcacité  de la capturc de l’énergie d’c~~itaticm pal

réactlonnels  du PS II ouverts à l’obscurité.
- I;v’!1  ‘ni‘ renseigne  sur I’eflïcacité de la capturt: de l’énergie d’escitation par

rCactionnels du PS II ouverts à la lumière.

. le cwfkienr d’extinction photochimique  (y[‘) est lié il I’&tai rCdos dl.1 premier  a< r:cptetir
d’&~trons  (Q,,)  du PS II et traduit implicitement l’importance des L;L+Ix~~I~~.~
photc)chimiques dans cc photosystkne.

- l e  cc~cflïcienr cIXP”il traduit l’importance  des b.~~nements nc~n-pllotocl~it~~i~I~l~s  ~CI> C~L c
l’tiniiision  d e  chaleur.  l ’ é m i s s i o n  d e  lumiL:rc s o u s  forme de fluorcsccncc ou pic’
phosphorcsccnce et Ic wunsfcrt d’énergie entre Ics deux photos>asttimes par .spi/t’o\~ct

.’ 1 .t: P700‘ est lié a l’é~t rédos du photosystèmc  1 (PS 1) accepteur d’tilectrons  wlant ~!u
f3 Il. et y traduit implicitement I’effïcacitC du transport d’électrons.

3 3.1. Kcndements  quantiques masimum (Fv/Fm)  et réel (F’v/F’m) de la photochimie du
PS  II
I *LS fig1II-e~.  1 C1 7 donnent  I’bvolution du rcndemcnt  quantique masimum  (I:l !I:n? j ct ju
r( ndemc:lt quantiqw rtkl ( F’vF’m) en réponse au dbficit  hydriquc. II apparaît que I:L ‘I:n1 CG~
p:ru  affci:tc (-1 :i 4%) mkne en condition stress  s6wkc ; le mCme ni\~cau d’inhibition Ctalit
(:‘ilL’n!l c h e z  l e s  2 c’spt’c~5  avec un retour à une situation quasi ncwnalc‘ aprk repri5c ik
I’i\ppOrt  (rt?LlU.



0 Fv/Fm •J F’v/F’m Il# qP El qNP

l’igurc 2 : l3\ol iitiiw  du rendement quantique maximum (Fv/Fm).  du rendement quanti+c rc:l
~t~'v/lh 1. des coefficients d’extinction photochimique (qP) et non photochimique  (qh Pt chct~
Pmi~iseluni  glwcum  Cv.  Sounu  3.
‘1 témoiil  m-rosé  :  SM T=  stress modérl  : SS r=  stress skère  ; R  : récupération.

( \: paraknètrc qui traduit l’effkiencc  photochimique  des feuilles adaptks à l’obscr~ri:? !K:
c?ange 1~s donc pas signilkativcmcnt pendant le déficit hydrique par rapport au relldcn-rwt
~-cw~tiq~lu  réel de la photochimic  du PS II (F’v/F’m). Ce dernier qui caractérise l’ellicicncc
plwtoch:miquc  dei; centres  du PS II ouverts  cn préscncc d’une lumit;re  actiniquo montre C~I.:/

I .igHrl Itll~~l4iClll~lt~i  CI’. Afouritk. une inhibition dCjà pour un stress modkk  t- 10’ ;,j . i:t
t~wtcnieiit accentuk (-43%) à partir - 1.1  MPa. Ccttc  inhibition notée au fur et à mesuré.: ciuc  Ic
p!btcntic’ h rd .4 nquc baisse 11 été observk chez Pc~nnisctnnz  glcr1rczrn~  C>I-‘.  So1417u  3. nihk: si clic
est plus faible (7 à 13 9’0).
ii resso; t ainsi qu’au cours du stress, la capacité de capturc de l’énergie lumineuse L’SI P~;IS
;’ f’f~ctk-  chez l”iyhl  wqr7lrii~rllutsr  c’v. Moii~~id~  que chw f’cwnisetm gltrucm  ~-\y. Sorin~  i. 211  C:C
[~I:L‘  récilpCration incomplète après la reprise de l’arrosage. Par ailleurs, le maintien  d’lm
ti:ndcmcnt  quantique  maximum  de la photochimie du PS II chez les 2 espfccs au L ours du
iitificit  hydriquc  pourrait cspliquer. en pal-tic. la poursuite de l’assimilation du CO?. m&nc 4
c’est avec une plus faible photosynthèse nette.
3.2.2. Coefficients d’extinction photochimique et non-photochimique de la chlorophylle ;I
Yur les :igurcs  1 ct 2, on peut remarquer  qut’  le coeflïcient  d’extinction photochimique dc ta
c t~loropl~ylle a du PS II CEP), essentiellement fonction de l’état rédox du premier acccptci.lt
CiuinonicIuc d’clectrons  (QA), est inhibé suivant une cinétique semblable (-30%) ch:z les 2
c*hpèces  pour un stress sGre. Cependant. il apparaît que l’inhibition signifkativi: de q1’
omble i nkrvenir plus tôt chez J’ennisc~tm~  glu~cun? (Y Sounn  3, puisque, déjà pour 11~1  strcsi;
Irwlérk cc paramctre  est réduit de 30%. Cette inhibition correspond à une accumulation dt la
t~~umt:  r(:dtlite de l’accepteur primaire d’électrons (QA-) du PS II qui n’est plus réosydk ,111
cours  du stress.
(.iuant .tu coefficient d’extinction non photochimique (qNP), il montre une c inctiq..ic
tf’.,ccroi,rscrnent (correspondant 1i une amplification des événements non photochimiques)
>;mblat-le  chey les 12 espkes, et ceci quasiment (5 à 8%), pour les 2 niveaux de contwintc:;
;rppliqui*es. I lcon\ ient également de souligner que ces 2 paramètres révL;lent une teida~icc  Ir

!)II rotwr ;I l’état ktial lorsque les conditions hydriques redeviennent favorables. incliquer;lit
\ine réoxydation de QA- chez ces plantes.
( ‘;z résultat  viendrait confirmer la capacité dc reprise de l’activité photosynthétique  ob;el vk CI
lxiirtir CI~L la photosynthk  nette (Tableau 1 et II), merne si celle-ci semble effective ch;/
I:‘cvni.w~um  gl~ucwnl CY*.  Shw 3. Cette observation impliquerait ainsi la mise en ocou\w  Jth

irtkanixmcs  de protection et/ou de régulation chez ces plantes.



3.2.3.  I~cndcmcnt  quantique photosynthétique du transport non-cyclique  d’Clectrons
diills IC I’S  II (,21’/1’111’)  et  taus de P700  oxydé (P700’  )
1 . ..Y I?~~I~~~~ 3 ct 4 prCscntcn~ l’évolution de AF/Fm ct P700” au cours de I’inducticw drt  sIres;
Cl I’,< J Ïs.  l(i litlgllii  l,lr:lt~r ~‘1’. I~owi& et Pci~nisetun~  glallcrrnl  0’. Sornln  3 rcspccti\‘errlent. il
.ti’lwaît .luc’ le rendemen: quantique photosynthétiquc  du transport non-c>xzliqttc d’<lcctrott~
~;:ILS  IL~ I’S II (.RF!l‘m’) qui éspritne  la probabiliG  pour qu’un  photon absorbti  par IL~ cc.ntr::
rt,tctic)ntir-‘l  du  PS 11 &placc un électron au-delA  du premier accepteur Q,,. n’e-.l
si:rftiiicitl ~\‘cment nfEck2 (hissr~)  chez Vigne  mg~ric~~ltrltr a’. hhwidc  que pour un niveau  d:
SI?.i.‘S>  s;\yrc ( \/J -3 ,l M’a) (Figure 3). mais rctrouvc  celui des t6moins  :~pt,Cs  un::
I’C :ttp;‘r;t!xw qui  suit la rcpricc  dc l’arrosage. Par ailleurs. la figure 4 pcrmct de con5t;rtcr qu.:
C!.T’L  l’l’titt~.c~~lllttl girr1rcwtt  (‘1’. !~OWICZ 3 cette diminution de AF/T:m’  se mani f.es1c de t?l:mikr2
l~‘~:i ~~CCC ntkc dcijli pour un stress modéré (\f/ = -0.78 MPa), et se poursuit pour ~II sxc~~
jt \ Cri% i \,8 .1.77 klPa).  C.‘CHC cspke révClc égalcmcnt  une bonne capacik  de rUcul?kttio:~
cite ;~II  stress qui se traduit par le retour à un AF/Fm’ similaire à celui des plant~.~ bil:::
i31l-1W!~S.
li‘;iutrc‘  lwt. ii rcswrt  JC ces figures 3 et 4 que la fixme  oxydée du 1’700 s’;tcr’ut~~ulc
i; .w,ibs  :ment  JC 10 ;I i ?“o) au cours du stress hydriquc ((1~  z= -0.85 MPa et 11~ .l_  I hlPL:  1

il 0~ I ‘ig.111  utiguiL.ultllu  1’1’ .Vocrr-idc,  et traduit une inhibition du transport d’6lec~roni; dans IL

IV 1. clr~;~c clc In réduction du C’O2. Cette inhibition pourrait d’ailleurs Ctrc  mise en r&tio!-t
;t., C*C I:i t hutc trCs  tnarquc’~ 3~‘ la photosynthkc  netk (Tableau IL Pour ce paranktr.~. cc1t.b
c:~,;CXL>  .I: lich~ ttnc I:~~jntlt.  L.,:,;,lci:G de rkxptka~ion.
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1, ‘L.Jlll’C  ; : t :\ oluGon du pourcentage de P700’  et du rendement quantique photosynthél  ique ~II
tt .tnspori non-cyclique d’élwtrons  chez Vigncr  unguiczrlrrta  cv. Mowiclc.

1 tL;mc)ilv  arrosé ; SM = stress modéré ; SS T=  stress sévère ; R z~  récupération.
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l i-w, -l : l:\,olution  du pourcentage de P700” et du rendement quantique ph~)tos~~tlthct.i~li.te  .‘tt
t ;~nslx.w  non-cyclique d’6lcctrons  chez Pennisctm  glmcwn  cv. S’mnct 3.
‘I ttm)i  I arrosé : SM : stt’cu\  modéré ; SS =-  stress sévère ; l<  .. récupération.



C i)nipar~~tivem~llt :I I,‘;grl,r ~rng~ticdcrfcr  c-1’.  ,Ihwitk.  la figure 4 montre que chc7 I'cltlii.\i.>/t('!i

~c’~I~~~wI~ L*I*.  SO~U~~~ 3 cc*  paramktre reste quasiment insensible  au dkf?cit hydriqur:.  CC~:~\
f ~rticiil;?rit~ pcw-rail contrilwer  à expliquer- la capacitk A maintenir la photosynth~sc t-ktttc  i
d 2% nivcius relatixwncnt  inttkessants  notée clicz cette plante (Tableau II).
( ‘omptc ~L’IILI  dc CC~ rCsultat>; sur la cinétique de la photochimie au cours du stress d’uw put.,

c de In naturc des ccntrcs réactionnels  du PS Il essentiellement constitués dr: con~plcs~~~
I-.-:kiqu,x  d’autre part. l’Aude dc l’expression des protéines essentielles impliquées  dans :C
1. lwrionwmcnt dc ces centres pourrait ccrtaincmcnt  aider à mieux appréhender les apti;udc*s
c‘: les mkanismes dc: dtifènst: de ces plantes.
.x .i.Evolution des pigments photosynthétiques et de la teneur en prolinc libre
S 3.1. Tmerrrs en pignterrts  pllutos~nti1EtiqrrLiv.s
f ‘ilvolut:on dc la teneur  des pigments photosynthétiques (chlorophylles a ci b. A
I‘  iwtkïdcs) a étt! sui1.k au cours du stress hydrique et pendant  la phase dc rkxpbation  C~C-/
I iqnii li!yyicdiUti  0 .2lolwitk e t  Pcnnisellitn  glcrmrnz c v .  Shww  3. 1,~s figurco; 5 ct 0
(1, wwnt les rkultats obtenus. et rCvèlcnt que la teneur des pigments impliquCs dans la i.xptuix~
(1~ I’lncr$c. lumincusç  diminue en condition de déficit hydrique chez ces 3 espèces.
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1 ig,urc 5 : Evolution de la tcmm-  en pigments chlorophylliens au cours de l’induction ~!II <tt.w-
L 1 pendant la phase de récupération chez Vipa ungz~imlut~~ cv. Mozwitk.
L thoin  xrost‘  : SM -7 mess modéré : SS = stress skvère  ; R y- récupération.
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F~~~LI~C  6 : F:tolution de la teneur cn pigments chlorophylliens au cours de l’induction dit streks
e: pendant la phase de récupération chez Pcnnise~wn gkrzrcwn cv. Sounu  3.

T témoili  arrosé ; SM  =  stress modéré ; SS =r  stress sévère ; R ==.  récupération.

C ‘est air-si qu’on a pu constater une baisse de la tcncur en chlorophylle a (ChIai  tst !:II
ci~lorophylles totales (ChIa+) induite déjà par un stress modéré (C’hla : -26% chez !‘i>:m ct
2-t”/o chez Per2nisctitm :  C’lila-tb :  _-35%  chez Vignu et -32% chez Pcnnisc~nnr). ct qui
s’.içccntw  pour une intensite  plus forte de cc déficit hydrique (Chla : -51% chez I’igw et
Mo/0  chez Pcwi.se/m ; Chla+b : -44% chez Vigna et -29% chez Pcnniserum).  Cl‘cpe~xiant,  il
c, Invient de noter que cette réduction est toujours plus accentuée chez Vigne.
Ik ailleurs. il ressort également que les plantes présentent une bonne capacitc  tic
rccupérarion. avec cles teneurs en Chia  et en Chia-tb  qui retrouvent des vnlcurs nkmcs
s.ipérieu:es  à celles des plantes témoins qui ont toujours été bien arrosées (Chla : -F~“G  ch<;{
I ‘i,cnu et +35% chez Pennisetm ; Chla+b : 12% chez IGgna et +37% chez Penni.w/ml
l‘)‘;wtrc  part, les caroténoïdes (C~+C), pigments accessoires qui protègent les çhlorr$~yllc~s
ç:)ntrc 1~:s cxck de chaleur, montrent chez les 2 espèces, une cinétique similaire Ii ccl!e $o
(‘hla et (‘hla+b : ceci. aussi bien pendant le stress qu’au cours de la reprise (stress mc)tlPré -
1 fF%  chez Yigmr  cl.  ,-13% chez Pennisetum  ; stress sévère : -35% chez F&I et -24% chty
I’i~nniseiw? : récupération : +3% chez Signa  et 23% chez Pcnlîiserzlrn).ToutefC,is. r.rn peut
r:.~marqut:r que ces caroténoïdes sont moins affectés par la contrainte hydrique par raplwrl  a!:-;
chlorophylles. Cette tendance à un maintien des teneurs en caroténoïdes semble  Etr~1
confirmi‘e par les ratios Cx-WC’hla-tb  (Tableaux III et IV) avec une augmentation pendant 111
phase de stress. et une diminution au cours de la récupération.



‘i .~hlcau III : Cinétique  des rapports ChlaKhlb et Cs tc/Chla+b  au cours du stress  hqdriqtle  Est
pitndant :a rkcupération  chez I/Ïg~tr zrnguicnldu cv. Mowick.

-.---_--
Phase dc déficit hydrique

~--.- -.-_
Phase de déficit hydrique I%asc‘  dc  re~xisc dc

modéré sévèreL- - - -
Témoin Stressé Témoin Stress2_. ._.___  -_ ---.._I .--- .--.--.-- _I_

-0,65 -0.85 -Oh0 -1,l-.----.._-_.--.
2 . 6 0 2,57 2.66 1,80-^------  -_.-
0,16 0,20 0,18 0,21-. ----.-.

‘1 ~blcau (V : Cinétique des rapports ChlaK’hlb  et Cs t c/C‘hla-tb au cours du strcus h~clrique trt
p.:ndant la récupération chez Petmisctum  ghucurn  ~‘1’. Shrnu 3.

1 &.‘I  \ari:ltions de la teneur  en chlorophylles totales pourraient fournir une  clplicatioll dibs
1 .Iriatiws  de la photos) nthPse nette (Pn) et de la concentration en (‘0, intcrc~llulairv
(‘:~scrvCci;  chez ces 3 espL;c~~s  (Tableaux 1 ut II). C’est ainsi que la chute plus marquk de la
1:. wur c’i chlorophylles  chcs lï,$w pourrait justifier la baisse très (ortc dc hi : i111c relatii:n
1 iihirc .:xistant entre I’wsimilation  nette ct la teneur en chloroph>.lles totales. In o~itre.  1.1

&kroiss;~ncc  puis I’arrCt  C~C  l’assimilation du COI sont. selon certains auteurs. induits par !;1
rllG~utiI)tl  de la teneur cn chlorophylles totales, avec Chla constituant Ics  pt-incipalcs
;~~IIC~IIL’C  col1ectrice.s de l’Gncr;gie  utilisée par le PS II. Ces résultats pourraient etrc mis L’ai
r lg~ort <IVYC  les inhibitions des rendements  quantiques de capturc de l’èncrgic d’e\citatian  .:t
i”: trans~krt des électrons  daw le photosystkme  II ainsi que les inhibitions dcbs  tivéiwments
photoch;miques  observées chez les plantes.
i ‘galemc nt. ces ohser\xtiws;  font ressortir l’intérêt des techniques fluorim~triqucs  qiri ;iinc.\,
c‘,ldapte;lt particulièrement  au criblage rapide de cultivars  des zones skchcs. ‘fcxlfet; lis. at;n
i:‘;lrrivcr à une meilleure corrélation entre cette fluorescence et les teneurs CII chlorophylles.  if
~~..*rait in!.kxw~t d’encourager l’utilisation d’appareils permettant le suivi ir?  1.h~~ (erl  tcrnps
r&*li de xs teneurs en chlorophylles (ex : Chlorophyll  meter  SPAD-502, Minolta Camer,) (‘,F.
I ld.. Os,ka,  Japan),  à l’image du I’EA et du PAM portable pour la fluorescence.
3.3.2. Proline  libre folinirr
1 cs tahi;aur;  V et VI pr&cntcnt  les cinétiques de la teneur en proline  libre dosée ,lans t’:s
f;Glles  ie i~‘ignc?  rrngriic~lilulu  C*I*. Mozrrkle  ct Pennisctum  gluwunl CI.‘. Sounu  3. Ils on1  permis
~5. mcttlc  cn évidence une  accumulation progressive de proline  au cours du stress, et qui <st
~!‘.tu~ant plus forte que la contrainte hydrique est intense. Par ailleurs. il apparaît queA si cette
~~~curiiul~lion  est plus prC*cocë  chez b’igncc ïmg~uicirlfiftr  CL’.  Mouride  (Tableau V). elle  es1 pli.is
;IL ccnfu~*c  chez Pcrmiset~~rn  glu~~um  cv. S’o~ncr 3 (Tableau VI). Suite j la reprise de I’nrrosag.e.
C~I( peut également souli!gn~r IL’ retour aux teneurs  fiiibles  naturellement pr&entcs  chef ccc
plantes.



Phase dc déficit Phase de déficit
-_ hydriqué  modéré hydrique sévère

Témoin-..-_--,__-  _--_-... --. _ Stressé ‘Témoin Stress6_ ” __^__

..“UMmL-  -_.__-____-.___ -_- _-0148.--.--~-
-(1,78 -0,48 -1,77

_ !)rolinc libre (um~,ic~?Ai- __ 1o-J .e..aslo-4 9x 10-I 281 s10”_-.-

t !,: rtjsLi1  .at 1;iissc  arigurcr une plus grande c;ipacitC de résistance cliez f’cnrzisclzrrr~ j$lrr;t*lr!ll  c’\’

? ~llllll ,, J’autm plu5 clue la pulinc .igirair ~~ill~llllC. OSlll~~~~~lil~tL‘i.ll.  dii  jrtiic’iitll’l  ilC

t II’~I:~L’c~L” ~ILL<  plantes  pour son maintien  dans une gamme fa\wisant la poiuwiitc  ilc
1 rc:tivitC  plloto~ynthztiqlli  cn période dc sttus. ,Iinsi.  cette accumulation de proline  :~pparzit
I mmc III  ~OR indicateur  m&holiquc dc I:I sensibilité au stress h\.driquc  chez ces 2 c~pèx-
SAActivité  enzymatique
3.1.1  a Activité superoxyde dismutasc

’ i.1 cour; dc l’induction  du déficit hydriquc  ct pcndanf la phase de rcprisc. la caractGri:;Cltion ,:t
1 1 wivi .A: I’k~,lution  des isoqmes de supcroxyde dismutases (SOI))  chez les 3 espIIcc~s  o’lt
i 1 ./ ctib. tu& par le dosage ~lectr(~phor~tiqilc  dc leur activité. Sur la figure 7. les zoiw du ~CI
t fntcnarlt les q-~cros~~dc dismlitascs  qqx~raisscnt cn sombre sur l’électrogranimc.

l - - - - - - - 1 l---Ï



! partir dc (xi prof?  Is, il ressort que les trois principales  isoform3 de supcrosydc di~inrul:!w
1 ~~nnucs que sont la Mn-SOD. la Fe-SOD. et la Cu/Zn-SOD (avec 2 formes) son1 présw.~s
L i:c’i’ I’~J.  110 alors qur: sculcs 2 d’entre clles  SC retrouvent chez Pc~z~~i.wlzarr (Mn-SOI‘> CI (‘I~/%~F
S(~D a\cc  7 formes et une ?en’e qui apparaît au cours du stress - Figure 9-j. i ‘cmpl~.~i
&Gnhibil xrs spécifiques  (KGIT pour les Cu/%n-SOD et IIzOz polir  Cu/Zn-SOI3 ct I:t:-SOI> :
I <iir 1x3 ttowltr cn annkxc) a permis de distinguer  les diffkntes formes cwymat  iqu1.x
prkntci dans les Ièuillcs  dc ces 2 espèces (Figure 7).
I 1%~ Aecrrogrammcs  reprkentés sur les figure 8 et 9 révèlent que t’intensit?  des hand~ :; >X)l 1s
1 ;lric au c(~urs  du drificit hvdriyuc. II ressort que toutes les isoformes rencontrks CI~~~L -:L’>, I

r
c ~pt;ccs  (!VI~-SC 11‘).  Fe-SOI) et C’u/Ln-SOI)) augmentent leur concentration en cx)nditir~n tic
s:w~s. rirais que Mn-SOI)  ct Fe-SOD montrent un accroissement plus accentuC. Px ,iil/eul Y;.
1’,1l~~g~n~‘~t~~ti~)~1  de cette concentration est plus marquée chez Pennisef~rnz  que clw  I ‘ig/w

r-.----I ERlOlS lr-STRESS SEVERE RE(:l&‘ERATION

!
1-1 .--

Cu/Zn-SOD2
_--.

1 ig,urc )I Protils  électrophorétiques de l’évolution des isoformes  de supcrosytic  dknuta  ;c

c ~JCY I Y; !rrrr  ~r~glric~~l~tci ~‘1’  Ahri&  soumis au déficit hydriqw et aprt;s une  r&x+  atic  m

i ,mplètr.

1 ;gurc ‘1 : Profils  électrophorktiques  de l’évolution des isoformcs de superoxydc di\mut:iie
c !-KY Pc~w~i.wtwt  giawun~  CV.  Sotma  3 soumis au déficit hydrique.

3.12.  Activité!  ascorbate peroxydase
1 ‘inhibi*ion de l’activité Fe-SOD et Cu/Zn-SOD  par incubation du gel dans une :wlutic  III .I’c.x

<,xyghic  lors de la révélation de l’activitk  ascorbate perosydase (APX) a permis la mise r:n
c~~idc”nct~  d’une  bande majeure correspondant à I’APX d’une part, et d’une bande dc Al11 .S(  >Il

~“~~u~,re [*art (Fige: 10) D’ailleurs, la concentration de la bande de I’APX apparaît pi1.15 forte
(111 fait tic l’augmentation dc l’activité et de la concentration de cet enzyme  avec I’illdl.l~~ti~\n (lu
dcticit  hydrique.



F:;:urt: 10 : Prolïls  Clectrophorétiques  de mise en évidence de l’activitk AI>X dans les fkl!ill<s
ci:,* l~?,qtw  wgniczrlcrta  07.  Mouride  au cours d’un stress sévère.

I révolution de l’intensité des bandes sur les profils électrophorZtiques  de ces 3 planies  a
p,-‘mis dz montrer que la survic aux fortes concentrations en radicaus  (stress sk+rc) dt5pen:l
4 I’accnkwment  dc la concentration en supcroxyde dismutases. Cette aptitude  des pk~ntcs ;i
sI.t-csprimcr  ces isoformcs de SOD d’une part. ct I’APX d’autre part. constitue  II~ .wtlc
nil’canislrw de rki~tancc  fkc à la contrainte hydriqrte.

( I~Mwwlt. il apparaît à partir de ces résultats, que la mise en oeuvre des mlcaniw1c~s  &
rl4stanc  .: (fermeture plus ou moins rapide des stomates. augmentation de la teneur en prolinc:
li%e. n1;:intien de ia teneur en pigments protecteurs. accroissement de la concentration  ~:II
9 iDs) ne permet qu’une limitation de l’inhibition de l’assimilation de CC)‘.  [In r-ii-alitC, CC s
r~~;~ctionu de défense n’assureraient qu’une atknuation des inhibitions de la capture d’krgic
c‘ Au tral,sport d’électrons dans les photosyst&nes. Cela s’explique par le f’ait que la rkAan~.c
a I dtificit  hydrique est un caractère génbtique quantitatif impliquant plusicur~b gt21t.s
ct 9mplcxS:s  difficiles à manipuler (Behlassen  ct III., 1993 cité par Ul,B ( 1998)).
l’.ir aillcrrrs, les résultats obtenus laissent supposer que les processus photochimiqut~s (captut~
d‘c!nergil* et transport d’cktrons)  sont plus résistants à la contrainte hydriquc que nc: lc sont
IL~S échanges gazeux (surtout pertes d’eau et fixation de COz).
Conclusion
I : suivi des échanges gazeux, des activités photochimique et enzymatique. et de par..mktn,,
bochimiques  lies à la teneur en chlorophylle et en proline  ont permis dc diagnostiquer  I’ét;lt
(( iblçs a“fectées) et la réponse (mécanismes de protection) des plantes au cours dc l’indwticw
d:i stress d’une part. et pendant la phase de récupération d’autre part. Grâce 5 la sensibilit~t dcss
tcchniqws  utilisées. les variations souvent petites du comportcmen~ physiologique $:t
6wrgétic;ue  des plantes ont pu être détectées, et parfois, de maniérc  plus ou moins pr&ocI:. l.11
witre.  il füut noter les potentialités discriminantes et la complémentaritti  de ces tec!1niqut*h
tl,~ns  les différentes situations btudiées  ; techniques pouvant ainsi être valablement r~tilis&
P$!ur  le criblagc  variétal.  Les rksultats  obtenus encouragent la poursuite de recherclle~, S?u- lcbi:
a~.pects  ?-jiochimiques et moléculaires en vue d’une caractérisation plus compltitc  des cib1t.s
atfkctées  et des mécanismes de défense développées par les cultures,
(‘c.  travail réalis au [,P;2V dc 1’ULB vient s’ajouter à d’autres initiatives (DliSS  i’;c”
h1”” Ndèye Nd. Diop. 1Jniversitk  de Paris 7), et permettra au C’EKAAS d’aborder Itri;
l-w~blèmc:s de sélection et d’amélioration variétale de façon plus moderne  et surtout plus
etkientc:. Par aillwrs, par sa vocation régionale, cc Centre pourra assurt:r le tranlsferr dc c(,:N
nkthode; et techniques nouvelles dont il est dépositaire, aux autres chcrchcurs  africaitl:;,



x

f ) In; po.nt t-le  \ uc stratégicJue, cette clémarche permettra Ii terme.  d’affiner et d’uniti)ri:iiscr  l;:s
ril?thodc s d’Ztudes dc l’adaptation végétale ct dc I’amClioration génétique utilisces.  I>‘;:il!cuts.
c’est dzrs  ccttc  pcrspectivc  que d’autres Gjours  d’ichangcs  portant sur les techni:.Ju~;s tic
do4agc dc l’acide abscissique  (ABA) et d’autres indicateurs dc stress ainsi que d’autrc:s
ti~<llIliq~iCS de hiologic  moléculaires, sont cnvisagt?s avec les f~artcnaircs du Non! (i !f .IZ.
I Gversité de f’aris 7).

Réf&-ences

1{;1tes 1” 5.. J97?.-  f<apit.J dctermination  of frce prolinc for water-slrcss  stuclics. l’l’tl~l ,lf~~l Si il
39. 205-207.

licauchnmp  C‘..  I-ridovich 1.. 1971.- Anctlyfictrl Biochcrnisrry 44, 2?6-287.
13elhassc,n E.. ’ I‘his  II.. Monneveux P.. 1994.-  Cuhicrs AgtktJtcw,+  , 4 : 25 l-26 1.
flo\vler  C‘.,  V:in Z/lontagu M.. fnzé II., 1092.- Superoxide dismutase  and stress tr,lcr.lnzz

“ ‘ntm Ru*.  Plunt  Physiol. und Plcrnt !ZIol. Bd.  43 : 83-1 10. : .~!txwd Rc~~~L~~I~,Y  of‘Pl~!it[
I’h~:violo,q~~ 3 3 : 73-96.

1 oycr C fi., 1904.- f..a résistance  des plante!; a I’oxyg&. I,LI Kecll~ I*L’/ZC’  252 (ILCI  : 7b9- Z71).
1 ridovich 1.. ! 07-I - In : a~!oleculrr inechmi.wt.s of mygcn  crc’li\wion. 1 f,.I\l..Irll II. ( 1, ! cd< I.

( ‘hap.  1 1, :!cademic  Press, New York, USA, 678 pp.
1 i..illiwcll fi.. K: Gutteridgc  J.M.(1., 1989.-  In : Frw  rrdica1.v ii7 hioltt~g; md tttc~~Ir~*rtii~. - -1  “’

edition-  ~‘ltavndot~. Oxford. ISBN O-1 9-855294-7,
J~:n~ema(sii S.. I\s;tda K... 1994.- IN : hk,l~Y:rlltrr~ A.px’IS  I!f‘ Ltq IIIC’ (‘rrlrilj .si.s.  (ifi b.1  1.  ‘I  X

i.ur)~.  h eds). Kc~dansha, ‘~o~(Yo.  ( ‘hrrpisr 10,  pp 19 l-2 10
1 ichtenthaltx J  I.K... Wellburn  A . R . .  1983.- Determinations  of‘ t o t a l  carot~~~ids a! <J

chlorophylle  (I and h of leaf extracts  in different solvents. Biochcnt. Soc ‘/iw~;.\. MI:..
591-592.

&tc*C‘ord .J.\!.. f:rido~~.ich  1.. 1969.-  .Jourtxrl of’Biochetttictr1 C ‘hctni.vlrJ.  244 : W39.
Rlittler  Il.. Zilinskas  13.A.. 1994,- The Plmt .Jwrncrl  5 (3) : 397-405.
!;chreib~r I i.. 19X1.- ‘Pechnicaf rcview.  Chlorophyll  fluorescence yield  changes  ;LV :Y tool n

J-lant physi0log. 1 The measuring system. Photo.c;ynll:c.si.\  Re.wndr  -1.  \lar t in115
NijhoffTf>r W.  Junk.  The f-fague, 361-373.

Schreihc,r  I.‘.. 13ilger W . . 1986.- Rapid assessment  of  s t ress  ef’fcct on  plant Lvcs !l~
ehJorophylI lluorcscencc  measurements.  N.47’0 workshop. Sesimbra.  Portugal oc  !.
1985.

Sïtireibt,r  J ‘..  Schliua l.1.. 13ilger W., 1986.- Continuous  recording of photochemicul  ;!nd  nc+
r hotoch~mical chlorophyll  fluorescence quenching with a new type of‘ mo~.lul;lti( III
liuorometcr.  Photosynthesis  R~.seurc*h  10, 5 l-62.

1 ‘f.B. 1998.- Rapport d’activité Contrat TS3-CT9302  15.

1 C\I~ (.‘acmmerc)r. S. and Farquhar,  C3.D. 198 1 .- Somc  relationships between thc biocl!cmis\!
(8fphotosynt11esis and the gas  exchange  of leaves. Pluntu 153. 376-387.

b’ise fi. il.. Naylor A.W.. 1987.-  I’lnnl Physiology  83 : 272-277.



ANNEXES



:!O

Annexe 1

I”rotocolc  dc dosage de la proline  foliairc libre : Mt;tlrode  cokorim!trique

(dapté (Je Bates e/ d. (1973))

Réactif

f’r+xuw une soluti\?n acide de ninhydrinc  en ajoutant 1,25 g de ninhydrine  dans 30 ml dkitlc
: :Gticluc glacial ct 20 ml d’acide phosphorique  6M. Agiter jusqu’;i la dissolution tutalc.  Cet[~
>i:lution rçstc stahlc pendant 24 heures  lorsqu’elle  est conservée à froid (4°C).

Prockdure
f F3roLer  0.5 2 dc mattiricl vtJgtita1 (fcuillc  ou racine) dans 10 ml d’acide sulfosalic~ licluc

3%.~puis filtrer 6 l’aide d’un papier filtre Whatman n”2.
r’“,  Ajoi:ter  3 ml du fïltrat A un mélange de 2 ml de la solution xide de ninhydriw ct 2 1.11

d’acide acétique froid dans un tube à essai.
!. I’ortc:r  cc mklange  ti ébullition (100°C‘) pendant 1 heure, puis terminer la réac.ticcln 1.11

plongeant le tube dans un bain glacé.
J flxtr;tirc lc coniplcse  color  avec 4 ml tic toluène en agitant vigoureuscmcnt  pcnd,inr  15 il

20 secondes.
’ - f’rClc~\xzr Iç chromophorc  contenu dans la phase toluène et le mettre  à la tcmpCr:ltu:.e l..t~

laboratoire dans des tubes de spectrophotomètre.
Ca- Déterminer  I’absorbance à 520 nm on utilisant le toluène comme blanc.
Y’- I)Stcr.miner la concentration de proline  à partir de fa droite d’étalonnage fhlic

auparavant (Figure wivanle) avec des concentrations connues de proline comnwcialc
purilik (gxiiniu ktalon . O-20 pg/ml).  I,a concentration est obtenue en pmofe/ml.  Pour I;I
ramener cn pmole/g  dc matikre  frafchc. on multiplie par S/:<g de MF ou on la c:~lculc
suivant la formule :

~irnoles prolinc!g dc matic’rc fraîche - [(pg proline/ml  x ml toluène) ! 115.5 pg:‘plr~oie] ‘i.2
kchantillon/5]
h’,B. : (ette m~th~~dc  permet  de déterminer des concentrations de proline  foliuirc libre de 0.1- -
C :6 ~tmofcs/g de matiCrc fraîche. La manipulation dure environ 7 à 2 h 30 min par !ot de l(i
&hantil!ons.
Précaution : Vapwr  de toluène dangereuse  (à ne pas inhaler). Trwailler sous une h0rt.c cliclu

se munir d’un masque.

14
D.O. Y =0,004x  +0,1147

12 r2 = 0,91 l

08 l

06 l l

04 l

02

O*
0 50 100 150 200 250 300

Concentration de proline (pmollml)

1 )wite d’Ct;&xxx-igc étabfic  .!I  partir d’une gamme de concentrations de proline purilik



Annexe 2

c de mise  en Cvidencc  des isoformcs de super-oxyde dismutascs végitales  pür
élcctrophorèse  sur gel d’acrylamide

i _: tcchl:iquc  dc scparation des formes connues de supcroxyde dismutases  (SOT)) est r&lis‘,c
C’Ï  conditions non dknaturante.4, ct utilise la charge électrique des protéines. La migration Lie
ckwnc dc ces protéines SC Fait vers l’anode ou lu cathode en fonction du >;ignc  ct dc
I’intcnsit I dc sa charge, dc ses dimensions et de la viscosité du milieu de migration.
( ‘cvttt:  m:gration  s’effectue dans une matrice obtenue par polymérisation d’acrylanlid,.r (Cl1 !-
C ‘1  I$rO-Yf  -1:) cn présence d’un agent de réticulation, le méthylènebisacrylarr~~d~ ((CI-I !-
( 1 f+:l’O-ic:fI:)~c‘H)) (bis]. Cette réaction est induite par le tétrailiéthyléthyl~tl~~~i~~tlii~~c
(‘t‘l:MEI 1) et. est catalysk par le persulfate d’ammonium (APS).
I 1% dimcwsions des mailles du gel seront déterminées par la concentration en acs~Ia~n~cfc et c’
r6 pport ~lcrylamide/rnéth~l~~~ebisacrylamid~~. Ces 2 caractéristiques imposent  une fiirct’ qiii
ii~:pc~~sc 1 .I migration des prokincs  et facilitent la séparation des constituants des m6langei
1 ‘;lctiLitc: superoxyde dismutasc  a été révélée par une technique de coloration négative  gr:icc Ei
1;: diff&wlce dc coloration des formes rCduites (jaune)  et ox!.dées (mauve) du !&~l tic
t~~tra;<olilm~ (Nitroblue  T’etrazolium ou NBT). L’oxydation du NBT intervient suite. à l’actitin
cl<:4 radi*,:auir superoxydcs produits par l’illumination de la riboflavinc. C’est ainsi que 1t.s
;I~HICS C~L;  gel contenant les SOD apparaîtront en clair sur un fond sombre.
I ‘idcnti lication  dc:; isoenz:;mcs  3 CtC possible grkc i l’utilisation d’inhibitcuii.  ;,pi:~.iIkju~5
( 1 lowler  ct al.. 1992) avec une 1Cgère modification : 4 mM KCN pour Cu:‘%nSOD. 4 0 mkl
11202 pour Cu/%nSOD  ct FeSOD.

1.  Préparation des échantillons
,^!pri‘s pGl&cmcnt  du matckiel végétal (feuilles).  UIT. cstrait  brut de prot6incs \olt~lrlc~ c\t
prtiparé comme suit :
.. broy..:r 1 gramme dc feuille  dans 1 ml de tampon d’extraction (voir 2. Composition des

solutions utilisées) ;
- ccntxifuger  j 20 000 g pendant 30 mn ou à 15 000 g pendant 45 mn ;
- transférer le surnageant dans un tube à réaction ;
.. dose,, la teneur en protèines  (selon la technique Biorad Dye-binding Protcin .Ai;say ~C~IEY

dans le kit de dosage des protéines avec l’albumine sérique de bovin (BSA)  ccm~~~c

protkine standard) ;
._ détci miner le volume (~1) d’extrait correspondant à 75, 100 ou 150 ~6 de protcinc:; .
conserver  l’extrait au froid.
?y13 Pour minimiser les risques de pertes d’activité des enzymes, les précaution> sIli\;w:t:s
pwvent  être prises :
0 refroïdissement  du matériel utilisé ;
0 addii ion de substances réductrices (acide ascorbique, DTT) dans le milieu d’cxtract  I~I! :
l addition de protéines leurre (BSA).

2. Préparation du gel non dénaturant

(‘i-aprk. nous donnons les proportions des différents produits utilisés dans la prCpar;~tiw dI:.s
g5:ls de &ffkrentes  conccntrationa. Ces quantités sont prèvues  pour 2 mini-gels dc 0,,75  171’11
d‘6paisscw.  ct doivent être considérées à moitié (sauf APS et TEMED)  pour un mini-gel,  P(LU
Iii dktection des SOD, UII gel de 16% est recommandé.
I3r1  ldist ;nguera essentiellement  le sqmrrrti~~g  gel (gel de séparation) et lc ~(~rcXi+: J<!)/
p~rmcttunt la formation des puits.



pH 878
(;lycérol(lOO%)

3. Polymérisation du gel,  chargement de l’extrait et migration

j?%pri:s  1;~ préparation. cc mélange est coulé dans la cellule, et mis 6 polymtiriscr  ;HI fi-c) .d
lii‘ndant 20 à ‘0.3 mn. I,orsyue la polymérisation est réalisée, ajouter le mklange  du .sttrc~kirlcq  ,q:*I
c I placet lç peigne. L’ensemble est conservé au froid pendant 20 à 30 mn.
I C: peigrie est ensuite retir6 et le chargement de l’extrait (75, 100 ou 150 pg de protkine:<) ~:st
c I‘rèct.& au froid dans les crtkwx laissés par ce dernier. 1,a migration est rtklisiic  au froid ct
wus  une tension constant de 200 V.

4.  Révélation de l’activité SOD

- Rincer le gel à l’eau distillée.
- Incuber le gel dans la solution de coloration pendant 20 mn. Cette incubation SC iüii a

l’obscurité et sous agitation douce.
_ Esposer le gel à la lumiére (table lumineuse) jusqu’à l’apparition dc la coloration mauve
- Fixer le gel dans une solution d’acide acétique 6% (73%).
f c:s tests d’inhibition nCcessitent une incubation de 20 mn daw Ics  solutions appropr&s.
:?\~:tnt la phase d’imprégnation. C’est ainsi que pour inhiber les isoformes  Cu!%n-Wl).  on
ririlisera une solution contenant du KCN, alors que pour inhiber à la fois les I:t:-SOI> et 1,:~
( ‘Gk-SC)D,  on fera usage d’une solution renfermant de l’eau osygckk (I--I$32).  Dans les 3
cas, l’inhibition dure 20 mn.
( ‘zs gels seront ensuite séchés puis scannés.

5. Composition des solutions utilisées

S.I. Tampon cl  ‘extraction
:)II mM kampon phospliate pli ‘/,b
0.1% (poidskolume)  d’albumine sérique  de boeuf (BSA)
0.1% (poids/volume)  d’acide L-ascorbique
i 0 mM dithiothreitol (DTT)
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X2.  Gel d’crcrylrmide  (2 mini-gels)

4 ml d’acrylamide 30%
1 ,S ml de bis 2%
3,7 ml dc 1 M Tris HC1 pH 8,7
1 S ~1 de TEMED
1; 1~1 de persulfate d’ammonium (APS) 10%

5.3. Tampon  d’dectrodc  (10x) ou tampon de migration

60 g!l dc Tris
149 g/l de glycine
Fi cc tampon paraît trop dense.. préparer un tampon ( 1 s) avec 6 g de Tris et 14,9 g du glyci t IC’
dans 1 1 d’eau distillée.

S-4.  Solrrtion  rie colorntion

20 mg de NB? (ou 2 comprimés dans 100 ml)
37.2 mg de EDTA
20 p.1  de TEMED
1.5 mg de riboflavine
100 ml de tampon phosphate

5. S. Solution cl’inl2ibitiof~
- Pour les Cu/%n-SOD
50 mM tampon phosphate ph 7.8
1 mM ED’TA
2 mM KCN (ou 0,2 M)
- Pour les Fe-SOD et les Cu/%n-SOL)
50 mM tampon phosphate ph ‘7-8
1 mM EDTA
5 mM HzOz 30% (ou 0,s M)



Annexe 3

Protocole de détection de l’activité de l’ascorbate pcrosydase

I ‘.work~tç peroxydase csiste  sous  trois formes principales (thylacoïdcs, stroma, q~toplasm~:)
( [ii catalvscnt  la r&lction d’Climination dc l’eau oxygénk dans les tissus vivants.
Z kcort;ate -+  lI~0~ p-W 2 Monodéhydroascorbate + 2H20

1.  Extraction des protéines solubles

- TSro! cr 5 à 10 g de feuilles  congelées (A l’aide d’un mortier) dans 10 ri 15 ml de tampon
( 100 mM NaP ou KP p1 1 7.8 ; 5 mM Ascorbate ; 1 mM EDTA et glyctkol 109oj.

- Filtrc‘r I’homogénat.
I~limincr les mcmbrancs  et autres débris par ccntrilùgation  à 40 000 g pendant 24 11~1.

- Cokcter le surnageant ct le conserver à -80°C.

2,  Electrophorèse
- Prt$.lrer  un gel de 13% ou 14% d’acrylamide.
‘. :\.jotitcr de l’ascorbatt: :i 2 mM (préparC à partir du tampon phosphate) dans le taInpi+

d’électrode (voir protocole SOD).
.. Effwtucr  un pr&running  de 30 mn pour assurer la IGnétration de I’ascorbatc  dans IC ~CI.
” I-‘ain migrcr pendant 1 h 4Smn ou plus : CC  temps nc pouvant jamais dépasser (1 heure+,.

3. Détection de I’activitk  enzymatique dans le gel

I:quilibrcr  IL’ gel dans 50 mM de NaP ou F;I’ pli 7,X contenant 2 1nil4  11sc~1i+;11c  jwnd;tnl
i0 wn. en renouvelant 1~ tampon toutes les 10 mi.

I Incuiw le gel dans 50 mM de NaP ou KP pli 7.8 contenant 4 mM Ascorbate CF.  2 mM
11~0 pendant 20 mn (H@Z C.Q  ajout&  juste nvmt  I’incubatim).

- l.avcr le gel dans 50 mM dc NaP ou KP pli 7.8 pendant 1 mn.
- lncuiwr  le gel dans Ii1 solution de coloration (NaP ou KP pH 7.8 ; 2X mM Whll D l:t

2.45 mM NB1 pendant 15 mn.
z$ la Iun~iCrc.  1~s  bandes correspondant aux ascorhate perosydases apparaissent aptk : à 5 p’,,
c’  ;ncub;tiion. AnVtcr alw I;I coloration par un lavage du gel avec de l’eau distilk

-14  inhibition

- Lquilibrer  Ic gel dans 50 mM  de NaP ou KP pII 7,8 pendant 30 mn.
Incukr le gel dans 50 mM de NaP ou KP pli 7.8 +- 4 mM Hz02 pendant ! 20 mW -1-
(‘hloro-1 -Naphtol ou Pyrogallol.

- 1.w.  r le gel avec de l’eau distillée puis le scanner immédiatement pour r:mpCch~r ;a
disparition des bandes.


