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INTRODUCTION

1. L’ozone dans I’atmosphére

L’atmosphére est constituée des gaz qui entourent la terre. La chimie de 1’atmosphere
évolue significativement avec I’altitude a cause des concentrations variables des différents
éléments présents et de l’effet des radiations solaires. Les scientifiques subdivisent
I’atmosphére en régions semblables aux stries d’une coquille. La Fig.1 montre quelques unes
des espéces chimiques présentes a chaque niveau. Quelques molécules de I’atmosphere (O; et
0,) aident a filtrer les radiations ultraviolettes nocives émises par le Soleil.
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Fig.1: Une représentation des diverses parties de I'atmosphére et des divers rayons, caractérisés avec leurs longueurs
d’onde qui pénétrent a des profondeurs variables. Les différents types de molécules rencontrées a chaque niveau.

La partie de I’atmosphére qui part du niveau de la mer jusqu’a une altitude de presque 10-
16 km s’appelle la troposphére. La troposphere se trouve en contact des espéces vivantes.
Toutes les molécules gazeuses requises pour permettre la vie y sont présentes. Les deux
composantes majeures (selon le volume) de I’air sec au niveau de la mer sont I’azote (N,
78.08 %) et I’oxygeéne (O3, 20.9 %). Ensuite viennent I’argon (0.94 %), le dioxyde de carbone
(CO,, 0.035 %). L’eau est normalement le constituant de 1’air entre 1% et 3 % (I’intervalle
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plein est 0.1-5% en volume). Le pourcentage des gaz nobles varie significativement: Ar,
0.94% ; Ne, 0.0018% ; He, 0.00052% ; Kr, 0.00011% ; Xe, 0.0000087% ; Rn, 0.00000001%.

La chimie de I’atmosphére consiste en autant de réactions biologiques et photochimiques
qui générent et qui détruisent les molécules singulieres. Les différentes molécules
constitutives de 1’atmosphére sont caractérisées par leur temps d’existence moyen assez
divers. Les "temps d’existence moyen " pour ’azote, le dioxyde de carbone, le méthane, le
dioxyde de souffre, dans la troposphere, sont de 10° ans (N), 5-6 ans (CO,), 4-6 ans (CH,), et
2-3 jours (SOy).

La stratosphére, qui va du sommet de la troposphére jusqu’a une hauteur de 50 km,
contient la couche d’ozone. L’ozone atmosphérique absorbe la lumiere ultraviolette émise du
Soleil. Si les radiations solaires arrivaient, non filtrées a la superficie de la Terre, les réactions
provoquées par les radiations ultraviolettes de haute énergie, pourraient détruire les protéines
et les acides nucléiques dans les systémes vivants. Selon une des théories de 1’évolution, la vie
ne se serait pas développée sur terre si ce n’y était pas formée cette couche d’ozone
protectrice de I’atmospheére.

Quand une molécule d’ozone absorbe la lumiére ultraviolette, il se passe une réaction de
photo dissociation, qui forme 1’oxygéne moléculaire (O;) et I’Oxygene atomique (O), comme
indiqué suivant la réaction (1) :

Os(g + lumiére (N« 320 nm) > Oy + O (1)

Pour maintenir une concentration d’ozone constante dans la stratosphére, il devrait exister un
mécanisme efficient de formation de I’ozone. L’ozone se forme a partir d’une réaction
photochimique. Le premier pas consiste en la rupture photochimique du lien oxygéne-
oxygeéne de ’oxygeéne moléculaire, sous I’effet de la lumiére ultraviolette a haute énergie
(équation 2). Les atomes dissociés sont trop réactifs et réagissent avec les molécules
d’oxygéne pour former 1’ozone (équation 3) :

02(8) + lumiere ()\( 240 nm) - 2 O(g) (2)
O 029 + > O3 (3)

Bien que le mécanisme naturel de formation de 1’ozone soit bien connu, les différentes
réactions chimiques qui conduisent a sa destruction sont encore en voie d’étude. La réaction
remarquable et connue pour détruire 1’ozone implique la formation de ’oxygene moléculaire,
comme c’est indiqué dans cette réaction (4).

D39+ 0@~ 20:94)

L’ozone réagit avec le radical hydroxyle; le mécanisme de réaction de 1’ozone avec le radical
hydroxyle dépend de I’altitude. La réaction indiquée la dessous représente le mécanisme
d’épuisement de 1’0zone par le radical OH qui a lieu a une altitude en dega de 30 km. Au-dela
de 30 km, I’espéce chimique qui réagit avec le HOO dans I’équation (6) et I’oxygene
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atomique (O) sans ozone. Cette différence dans le mécanisme est due aux concentrations
relatives de O et de O;, trouvés dans I’atmosphere en fonction de I’altitude.

O3+ OH g =~ O2¢9+ HOO (g (5)
HOO g+ O3 9> 2029+ OH (5 (6)

Dans ce processus a deux étapes (€quation 5 et 6), deux molécules d’ozone sont converties en
trois molécules d’oxygeéne moléculaire, avec le radical hydroxyle comme catalyseur. Apres la
destruction d’une molécule d’ozone, le radical OH réactif, reste toujours prét a poursuivre son
role de destructeur d’autant plus de molécules possibles d’ozone. De cette fagon une petite
quantité d’OH serait impliquée dans la destruction d’un grand nombre de molécules d’ozone.
Sur la base de diverses recherches scientifiques, maintenant il a été établi que beaucoup de
mécanismes catalytiques, seraient responsables de cette destruction de 1’ozone. La
concentration d’équilibre de 1’ozone dans la stratosphére proviendrait de 1’équilibre
dynamique entre les réactions qui le forment et celles qui la détruisent simultanément. En
utilisant les données de terrain et les recherches en laboratoire, les chercheurs sont entrain de
développer des modeles qui intéressent le trou de 1’ozone et la diminution de la couche
d’ozone.

Les oxydes d’azote et les oxydes de chlore sont ainsi impliqués dans la destruction de
I’ozone. Les équations (7) et (8) montrent la chaine de réaction pour I’oxyde d’azote.
Identiquement comme le OH, NO décompose catalytiquement I’0zone en oxygene
moléculaire.

O3t NO = O+ NOz g (7)
NO:z@+ O @—= NOg+ O: i (8)

D’ou viennent le OH et le NO? Tous les deux se sont formés naturellement suivant suivant
des processus chimiques. L’OH provient principalement des réactions photochimiques de
1’03, I’0O, de I’H;0. La majeure partie du NO provient de la réaction des atomes d’oxygene
excités électroniquement (O*) , avec I’oxyde d’azote stratosphérique (NO;), comme indiqué
selon la réaction suivante (9).

N0+ O* = 2NOpy

Le bioxyde d’azote est un sous produit majeur provenant des processus de nitrification et de
dénitrification dans le sol et dans les océans. La Fig.2 montre la perte de la fraction d’ozone
due a chaque catalyseur, comme fonction de 1’altitude de 30 & 70 km. L’importance relative
des atomes d’oxygene, des oxydes d’azote, des oxydes de chlore et des radicaux hydroxyles a
des altitudes différentes correspondent aux concentrations relatives des molécules présentes.
Dans la partie radiale basse de la stratosphére, des expériences récentes (1994) ont suggéré un
role croissant pour I’hydroxyle et une diminution du réle des oxydes d’azote comme décrit
dans la figure Fig.2.
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Altiude (iKdiometers)

Fig.2 : Les relations entre les distributions des radicaux hydroxyles, oxydes d’azote, oxyde de chlore et les atomes d 'oxygene
avec le pourcentage de perte d’ozone en fonction de I'altitude en Km (Données de la situation chimique atmosphérique 19835,

Organisation Météorologique Mondiale, Genéve).

Au dessus de la stratospheére se situent la mésosphére (50-85 km) et la thermosphére
(85-500 km). Dans la mésosphere, se déroulent d’importants processus d’ionisation en phase
gazeuse. Au-dela de 70 km environ, une portion de la lumiére solaire est assez énergétique
pour enlever les électrons des molécules et créer des ions. L’ionisation, ainsi provient de la
collision entre les molécules dans la mésosphére supérieure et les particules de haute énergie
provenant du Soleil. Ces particules, transportées par le vent solaire, entrent dans 1’atmosphere
supérieure et voyagent a I’intérieure des lignes de force dans le champ magnétique de la
Terre. Aussitdt que ces lignes de champ convergent vers les poles, I’ionisation augmente. La
recombinaison des produits ioniques pourrait produire des molécules et des atomes neutres
qui passent a des états excités. Ces molécules excitées pourraient relacher ’exceés d’énergie
émettant de la lumiére. Les lumiéres du Nord (aurore boréale) sont un exemple du type
d’émission de lumiére, appelée chimioluminescence.

Les ions dans I’atmosphére supérieure sont utiles dans les communications. La
concentration des ions dans la mésospheére est suffisante, pour réfléchir les ondes radios dans
une région de la superficie de la Terre a une autre. De cette fagon, les ondes courtes de radio
transmission, pourraient voyager autour du monde. Quelques fréquences de radio, comme les
FM, ne sont pas réfléchies efficacement ; ceci limite leur parcours de transmission d’une
certaine maniere.

1.1 La photochimie du chlorofluorocarbone et le trou d’ozone

Le développement des chlorofluorocarbones (CIFC) est une des découvertes technologiques
majeures de la chimie organique. Ces gaz (ainsi appelés Fréon), deviennent rapidement des
liquides sous pression ; comme liquides sont utilisés dans les compresseurs d’air conditionné
et des réfrigérateurs. Avant 1992, les compresseurs des réfrigérateurs fonctionnaient avec
I’ammoniaque comme fluide de travail. Ces CIFC sont moins toxiques et de manipulation
plus facile et siirs pour les applications des consommateurs. Autant de solvants commerciaux,
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pour nettoyer les composants électroniques (computer chip), sont ainsi faits de CIFC. Et
jusqu’a 1970, ces CIFC sont amplement utilisés comme propulseurs.

La production mondiale des CIFC avoisine la moitié du million de tonnes par an.
Maintenant ces molécules font partie des composantes homogénes de 1’atmosphére globale ; il
y a autant de centaines de molécules de CFC, pour chaque trillion de molécules de I’air.

Ces CIFC sont des molécules extrémement inertes; probablement ne font pas
provoquer les réactions chimiques dans la troposphére.

Les CIFC sont des molécules extrémement inertes ; probablement ne font pas survenir
les réactions chimiques dans la troposphére. 11 a été pensé qu’a cause de leur inertie chimique,
ces molécules n’endommageraient pas 1’environnement. Mais ces CFC ne sont pas inertes
photo chimiquement ; I’excitation avec la lumiére ultraviolette de courte longueur d’onde
rompt le lien carbone-chlore (équation 10).

De cette réaction, se forme le chlore atomique et ensuite 1’oxyde de chlore qui conduirait a la
destruction de I’ozone, avec des mécanismes analogues.

CCIZ Fg{g) + lumiere (< 240 nm) - (I (e + CCIFz {2} (10)

2. Interaction Ozone-Plante
2.1 La formation de I’ozone troposphérique

Dans la troposphére, la majeure partie de 1’03 provient de la photolyse du NO,, qui produit
I’oxygene monoatomique (O), (qui ensuite forme 1’0O; réagissant avec 1’0O,). Les aldéhydes,
les hydrocarbures (HC) et le CO accélérent cette photolyse initiale, augmentant la vitesse de
formation du NO des radicaux peroxydes (RO’;) et au méme moment, produisant des radicaux
hydroxyles HO hautement réactifs. Les interrelations variées entre les oxydes d’azote et 1’0O;
sont résumées dans (Capa et al. 1994).

L’évaporation des solvants et la combustion incompléte des combustibles dégagent
une grande quantit¢ des HC dans 1’atmosphére. Puisque la majeure partie des HC dans
I’atmospheére provient des gaz a effet de serre ; le méthane (CH4) provient aussi de la
végétation en décomposition, comme d’origine soit industrielle que domestique. Des
mécanismes photolytiques conduisent a I’oxydation compléte du CHy en CO, comme dans la
dégradation des autres HC (voir Wellburn 1988).

2.2 Les mécanismes du dommage dans les plantes

Aucune double liaison dans les HC n’est hautement sensiblement aux réactions de chain
breaking et de cross-linking initiées par 1’0;. Les réactions de chain cuting donnent toujours
des radicaux RO’ qui ensuite vont générer des radicaux libres. D’autant plus que, la majeure
partie des composantes des tissus biologiques se trouve dans un environnement gazeux. Ce
fait change les caractéristiques d’attaque de I’ozone aux liaisons non saturées dans les
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composantes du carbone. Au lieu de former des radicaux libres et des ozonurides secondaires,
se forment les composés hydratés de 1’O;, qui donnent des peroxydes (H,0O;), des
hydroxyhydroperoxydes (HHP) et des aldéhydes réactifs selon le processus d’ozonolyse. Si le
composant sous 'influence de 1’03 avait plus d’une double liaison (par exemple les acides
gras des lipides), dés lors on aurait la formation de malonedialdéhyde (OHC.CH,CHO). Le
méme composant pourrait aussi étre produit par les substrats semblables, a travers une série
de différentes réactions comme la lipopéroxydation. Selon certains, ’ozonolyse et la
lipoperoxydation sont synonymes, mais de fait elles reléveraient de processus distincts
(Mudd, 1982). La premiére crée du H,O, et n’est pas le produit de la conjugaison des doubles
liaisons (par exemple produit des liaisons C-C double et simple alternative ; dans la phase
aqueuse les radicaux libres n’y sont pas impliqués. La lipoperoxydation, d’autre part conduit &
des produits conjugués (ainsi alternent les liaisons simples avec les liaisons doubles) et
nécessite une attaque initiale de la part des radicaux libres, plutét que de 1’0; et il ne forme
pas de H;O,.

Il résulte, cependant nécessaire de déterminer quelle série de réaction et quelles
espéces réactives sont effectivement responsables de 1’attaque des protéines ou des lipides des
membranes biologiques. La production de malonedialdéhydes n’est pas une preuve d’un
processus particulier, parce que c’est produit dans les deux mécanismes. Ainsi & travers des
expériences de traitement de matériel biologique avec Os, il se produit des radicaux libres
provenant de la lipopéroxydation ; non habituellement dans le matériel biologique a la
température ambiante, se forme le H,O, de 1’ozonolyse. L’0zone, produit méme des radicaux
OH’ dans des solutions alcalines ou réagit avec le H,O,, mais seulement dans des systémes
vivants, néanmoins ce H,0, est déplacé par catalyse (Heath 1987).

OZONE AND WATER:
POSSIBLE REACTIONS

Fig.4 : Réaction possible de 'ozone quand il entre dans Uespace intracellulaire, o il est hautement réactif et la réaction de
dissolution de ’eau.

Trois acides aminés (cystéine, méthionine et tryptophane) sont sensibles & I’attaque
d’0s, aussi bien dans les solutions aqueuses que dans les tissus biologiques. Les groupes
sulfhydriques des deux premiers amino acides sont oxydés en ponts disulfure et en oxyde de

6
Doctorat de recherches Sciences de l'environnement, 1998




Cheikh Tidiane DIOP

soufre, alors que le noyau pyrrolique du tryptophane est ouvert pour former le N-formyl-
kinurénine. Cependant, si 1’03 réagit avec les mémes acides aminés qui font partie des
protéines fondamentales pour le métabolisme, il y aurait des conséquences extrémement
importantes pour la cellule (Mudd 1982). De tel dysfonctionnement deviendrait spécialement
dommageable, d’autant plus qu’il y aurait altération des formes secondaire et tertiaire de
protéine. Les changements de 1’orientation spatiale des amino acides des protéines deviennent
critiques, si par exemple ils font partie du centre de réaction de I’enzyme. Certainement
quelques enzymes ont montré une preuve claire de ce type d’attaque. Dans les plantes, les
protéines plus vraisemblablement exposées a 1’attaque a 1’Os, celles qui sont partiellement
situées dans la membrane cellulaire. En effet, ces protéines montrent toujours des
changements relevant de I’ozone, bien avant les lipides situés a I’intérieur de la membrane
inférieure. Ces changements dans les membranes dérivant de I’attaque des protéines ou des
lipides, induisent des modifications dans la perméabilité des cellules, etc. (Heath 1987).

La réduction univalente de 1’oxygeéne moléculaire produit des radicaux supéroxydes (O;") et
des OH', H,0,, et H,O et quelque peu Os. Le O, et le HO, ne sont pas suffisamment réactifs
dans les solutions aqueuses pour initier la lipopéroxydation, mais le radical peroxydril (HO,)
le pourrait par contre. Le pKa d’équilibre entre le O, et le OH est de 4.8., qui signifie que
dans une solution tampon (a pH autour 7), dans un environnement physiologique, existent
seulement peu de radicaux HO,. Dans les vacuoles cellulaires, cependant ou les niveaux
d’acidité sont élevés, leur formation est plus probable.

Dans les milieux aqueux, O, est relativement non réactif, mais une fois a I’intérieur,
dans les régions hydrophobes du c6té des chaines d’acides gras a I’intérieur des membranes,
se transforme en oxyde capable de changer 1’a-tocophérol et de déplacer le mécanisme le plus
anti oxydant opérant dans la cellule. Les radicaux O, et HO,, encore pourraient étre
convertis, a travers les radicaux H»0O; aux radicaux OH, qui ensuite réagiront
vraisemblablement avec les molécules biologiques immédiatement. Ceci signifie que ces
molécules ne diffusent pas avant de réagir (Heath 1988).

Ainsi que d’autres mécanismes libérent aussi le H>O,, parmi lesquels font partie les
mécanismes de défense anti oxydants des tissus biologiques. Quelques uns sont spécifiques
pour certaines espeéces, les autres se déroulent dans tous les organismes aérobies. Parmi
lesquels y sont soit les intermédiaires du cycle des xanthophylles, soit le glutathion réduit a
’ascorbate, qui nettoient les radicaux libres solubles dans I’eau, soit un cycle similaire basé
sur I’o-tocophérol, pour ceux qui se trouvent en phase non aqueuse (Alscher & Cuming
1990).

2.3 L’entrée de I’0zone dans les plantes

La pénétration de 1’O3 dans les feuilles des plantes survient a travers les stomates, qui sont des
ouvertures. La majeure partie des plantes ont leurs stomates ouverts durant la journée, par
conséquent le dommage du a 1’03 commence avec la lumiére. Le cactus et les autres plantes
qui ont leurs stomates ouverts, seulement durant la nuit, pour économiser les pertes d’eau
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durant la journée, ont leur sensibilité maximum a I’O3, durant les périodes d’obscurité (Heath
1980).

Les réponses a 1’0O; sont déterminées par une large variabilit¢ de facteurs
environnementaux et génétiques. Les superficies humides a I’intérieur des feuilles (par ex. le
fluide extracellulaire des tissus du mésophylle) permettent a 1’03 de se dissoudre et de
diffuser suivant un gradient de concentration similaire a celle du CO,. La solubilité, la rapidité
de décomposition et la valeur du pH des différents moyens, influencent la quantité d’Os
prélevé. L’O; a approximativement une solubilité de 1/3 respectivement a celle du CO,, par
contre 100 fois inférieure a celle du SO; (Heath 1984).

2.4 Les changements cellulaires et les dommages

Une fois, a 'intérieur de la superficie des feuilles et a c6té du fluide extra cellulaire, 1’O;
réagit et forme immédiatement les autres dérivés, qui montrent des niveaux de réactivité
variable. En effet, il est probable que la majeure partie de 1’03 non réactif passe a travers la
cellule. Des études a Lancaster, Essen et les autres ont montré que 1’03 réagit avec les HC :
une partie de ces HC sont émis par les cellules sous jacentes, pour former des ozonurides
primaires et de hydro péroxydes (HHP). Ce sont ces HHP qui seraient responsables de
certains effets nocifs de I’O; qui se dérouleront avant que les systémes naturels anti oxydants
a Pintérieur des cellules puissent s’activer (Mehlhomn ez al. 1991). Des augmentations de la
biosynthése de la phytohormone 1’éthyléne, ont été enregistrées répétitivement dans des
expériences d’air purifié, ou les plantes ont été mises & y pousser et ont été exposées a des
concentrations élevées d’O; (par ex. Craker 1971 ; Tingey et al.1976¢ ; Mehlhorn & Welbumn
1987 ; Mehlhom et al. 1988, 1991, 1994; Langebartels et al.1991) ; la formation de I’éthyléne
di au stress sur les plantes, est un bon indicateur de stress dit a ’O; (Tingey ef al. 1976 c). De
plus, 'inhibition de la formation de I’éthyléne dii au stress sur les plantes exposées en continu
a 1’03, provoque moins de dommage foliaire et réduit la toxicité de 1’0O; (Mehlhomn &
Welburn 1987; Mehlomn et al.1991). Cette hypothése a été vérifiée a traves ’observation que
le prétraitement des plantes exposées a I’éthyléne diurea (EDU), un protecteur chimique
contre 1’03, empécherait la formation de 1’éthyléne du stress dans les plantes exposées a I’O3
(Zinlinkas et al. 1990). Les différences dans la sensibilité des deux variétés de tabac Bel B et
Bel W3, pourraient étre expliquées avec les différences dans la rapidité de formation de
I’éthyléne (Mehlhom et al.1991 ; Langebartels et al.1991). 11 y a différentes possibilités
d’interprétation de comment 1’éthyléne de stress se forme, qui déterminent la sensibilité des
plantes a I’ozone :

I’aminovinylglycine (AVG) pourrait agir comme un nettoyeur pour I’ozone ;
I’éthyléne induit la fermeture des stomates pour réduire le prélévement de 1’ozone;
I’éthyléne renforce les processus de sénescence ;

I’éthyléne régule les réactions de défense qui empéchent la toxicité de ’ozone ;

les réactions de I’éthyléne avec I’ozone initient la formation des radicaux libres qui
provoquent le dommage dans les tissus ;

6. 1’éthyléne régule la synthése des substances chimiques, qui pourraient réagir avec
I’ozone et, de cette maniére, induire la formation des radicaux libres.

A
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Cette possibilité a été étudiée par différents groupes. Il a été cependant mis en évidence que
I’AVG n’assurait pas le role de balayeur de radicaux (Chameides 1988 ; Zilinkas et al. 1990 ;
Mehlhorn et al. 1990, 1991), cependant les effets de I’éthyléne ou de I’O; dans la sénescence
se différencient dans les différentes voies (Pauls & Tompson 1981 ; Tingey et al. 1976a).

Des enzymes comme 1’ascorbate péroxydase (Mehlorn 1990) et le glutathion réductase
(Mehlorn 1990, non publi€), pourraient étre régulées par 1’éthyléne et paraitraient impliquées
dans la détoxification des HPP, qui se seraient formés quand les plantes se trouvant exposées
a 1’03 (Mehlhorn 1990; Hewit et al. 1990). Cependant, ces fonctions de I’éthyléne et de 1’03,
opérent seulement si des niveaux croissants des enzymes anti oxydants agissaient avant
I’exposition des plantes aux concentrations dommageables de 1’Os.

Comme I’ont montré (Grimes et al. 1993) et (Mehlom et al. 1994), des réactions entre
I’éthyléne et 1’O;, se forme un groupe de radicaux libres, cependant que s’accumule le
formaldéhyde, le formiate et I’acide acétique dans les tissus endommagés par 1’05 (Mader et
al.1995 ; John et al. 1993 ; Mehlorn et al. 1994). De surcroit 1’accumulation du formiate et de
I’acide acétique dépend de la rapidité de la formation de 1’éthyléne du stress et est inhibé si la
biosynthése de 1’éthyléne venait a étre bloquée avec le traitement de I’AVG (John et al. 1994;
Mehlhom et al. 1994). 1l pourrait y avoir deux possibilités de formation de I’acide acétique ;
la formation de I’acide acétique serait une preuve de la réaction de 1’O; avec I’isoprene (Salter
& Hewitt 1992), ou bien de la réaction de 1’O; avec les résidus phényle propénoiques de la
lignine (Tingey et al. 1976 b). Pourtant, moins de formiate s’accumulerait dans les plantes
exposées a 1’0Os, respectivement a (John et al. 1986) ; des quantités plus importantes d’acide
acétique se formeraient durant la dégradation de la lignine a travers I’O3 (Haluk et al. 1986),
des lors il apparait que la réaction de 1’Os avec I’isopréne prédomine. En plus, des taux assez
élevés d’acide acétique formés dans les plantes exposées a 1’05 signifient que ’oxydation de
I’isoprene sous I’action de I’Os, contribuerait plus a la formation des radicaux libres, qu’a la
réaction de 1’Os avec I’éthyleéne (John et al. 1994). Ces observations ont été corrélées avec la
découverte de (Hewitt et al. 1990), qui a déja trouvé des effets de 1’03 sous I’émission des
taux d’isopreéne et ’augmentation de la formation de 1’acétaldéhyde dans les plantes exposées
a1 O; (Kimmerer & Kozlowski 1982).

En résumé, I’inhibition de la formation du formiate et de I’acide acétique de la part de
I’AVG dans les plantes exposées a 1’Os, fournit une vraie preuve concernant ’hypothése de la
formation de I’éthyléne du stress déterminant la sensibilité des plantes a4 1’03, 2 travers la
formation des radicaux libres. En plus, les résultats provenant de (John et al. 1994), aussi
peuvent signifier que la formation des radicaux libres de la lignine pourrait étre importante
durant la toxicité de 1’Os; éventuellement, parce que 1’éthyléne régule aussi la formation de
Iisopréne et de 1a lignine.

Comme, il a été établi, la majeure partie des études, conduit au dommage de 1’O; ayant
montré que le cytoplasme et la membrane cellulaire des plantes, souffrent de plus au
dommage. Ceci se caractérise a travers les changements dans la perméabilité et la présence de
fissures au niveau des membranes cellulaires, aux importants cations comme le potassium. La
membrane interme (par. Ex. les feuillets des organites), sont moins influencés comme les
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toxiques oxydants, dérivant de 1’03 sont dilués et absorbés de 1’extérieur vers I’intérieur
(Heath 1987).

Cependant qu’il y a la preuve de réparation cellulaire, les sites du dommage sont non
spécifiques. Un dommage pesant causé par des oxydants provenant de 1’03 est annoncé avec
des pertes de chlorophylle, augmentant la fluorescence (indicateur de la perte d’énergie
lumineuse), et des changements des niveaux de ’adénylate (ATP, etc.). Des perturbations
plus sensibles dans les cellules des plantes dues a 1’03 ont montré des changements dans les
flux des composantes variées & travers les membranes, spécialement celles des sucres, des
acides aminés, de I’eau et des ions de potassium. La perturbation du transport & travers la
membrane pourrait étre liée a la défaillance du contréle de la pression osmotique et du
maintien des effets électropotentiels a travers la membrane. Seulement, quand les niveaux
d’O; sont bas ou surtout, durant une bréve exposition a 1’03, il demeure possible la capacité de
transport normal.

Le dommage visible, induit par les HHP, etc., provient de I’incapacité de réparer ou de
compenser la perméabilité des membranes altérées. Initialement confinée dans les cellules,
I’agression s’étend et se transforme en dommage pathologique et irréversible, caractérisé par
le blanchiment des cellules. Des premiers symptdmes de dommage apparaissent comme des
aires immergées dans 1’eau juste sous I’épiderme. Si la réversibilité est encore possible, ces
régions reluisantes immergées dans I’eau, disparaissent au fur et & mesure, comme les tissus
retrouvant ainsi le controle de leur perméabilité. Le dommage visible est normalement confiné
dans le feuillage ; mais les facteurs génétiques et environnementaux d’une ample variabilité,
influencent de par leur nature. Le type habituel de dommage et les marques chlorotiques ou
les points sur les feuilles a travers les veines, plutét le dommage varie entre especes. Plus tard,
de tels dommages pourraient devenir rositres ou bronzes, diis 4 la production intense
d’anthocyanine, relevant de la formation des tanins (Treshow, 1984).

3. Le systéme de défense des plantes
3.1 Le dommage dii & Pozone

L’ozone est le type de pollution de I’air le plus diffus dans plusieurs aires du monde
industrialisé (Krupa & Manning 1988). Les concentrations environnementales de 1’ozone en
Europe sont généralement en dessous du seuil qui cause des dommages visibles, mais des
changements invisibles peuvent se vérifier dans les plantes altérant ainsi la productivité des
récoltes (Reich & Amudon 1985). Récemment, les concentrations d’ozone dans les strates
basses de 1’atmosphére en Europe sont allées en augmentant (Penkett 1984) ; des épisodes
limitées de pics d’ozone capables de causer des dommages directs dans les plantes sensibles
ont été évoquées dans la littérature (Myhre & al. 1990, Derwent 1990). 11 a été établi que les
breves épisodes de concentration €élevée d’ozone sont tres dommageables pour les plantes que
les longues périodes d’exposition a des basses concentrations (Kohut et al.1987 ; Mehlhom ;
O’Shea & Wellburn 1991). Par conséquent, 1’0zone apparait nuire a la santé des plantes de

deux maniéres : une faible dose pour un long moment, endommage principalement les
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processus physiologiques et le métabolisme sans causer des dommages visibles (Darall 1989),
par contre des périodes bréves de dose élevée provoquent des dommages visibles. Tous ces
deux processus d’attaque de 'ozone réduisent la photosynthése nette et pourraient ainsi
précipiter la sénescence (Pell & Dann 1991; Paakkonen et al.1993) et de cette facon conduit
a la diminution des récoltes (Dann & Pell 1989).

L’ozone entre dans les feuilles & travers les stomates. L’entrée des gaz semble
dépendre du nombre et des dimensions des stomates, ainsi que de leurs degrés d’ouverture
(Rich, Wagoner & Tomlinson 1970). Dans les conditions d’humidité élevée, 1’ouverture
stomatique augmente et les plantes sont habituellement plus sensibles a la pollution de 1’air
(Mc Laughin & Taylor 1981). L’application exogene de la phytohormone, 1’acide abscissique
(ABA) réduit le dommage dii a I’ozone dans les plantes (Adepipe & Ormrod 1972), suggérant
que ABA pourrait étre impliqué indirectement dans la résistance & I’ozone des plantes a
travers la modification de la fonction stomatique (Downton, Loveys & Grant 1988).

I1 a été prouvé que, une fois que 1’ozone entre dans les feuilles, les radicaux produits
par I’O;, (Lee 1968) peuvent altérer l'intégrité des cellules. Ainsi que 1’Os; réagit
vraisemblablement, avec les composantes des parois cellulaires et avec les membranes
plasmatiques, pour former les espéces réduites par I’oxygéne (ROS), comme les radicaux
super oxydes (05), les radicaux oxhydryles (OH) et les peroxydes d’hydrogéne (Fig.5).

I S R e e
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Figure 5. La localicalisation des formations du radical oxygéne conduisant a Pactivation du géne et & la synthése des
protéines dans une cellule de plante exposée a I'ozone. L’ozone réagit avec les structures apoplastiques formant des espéces
d’oxygéne actif et le peroxyde d’hydrogéne. Les lignes a trait tiré représentent le signal de la chaine de transduction qui
porte l'information provenant de la formation des radicaux libres apoplastiques vers le noyau, résultant de !’activation du
géne et de la synthése des protéines. Est indiguée la compartimentalisation subcellulaire des enzymes détoxifiants de
Poxygeéne actif, tel que la Supéroxyde dismutase (SOD), I’Ascorbate peroxydase (AP), et le Glutathion réductase (GR), qui
sont souvent responsables de I'élimination des radicaux libres dérivés de I'ozone.

Récemment, Mehlhorn, Tabner & Wellburn (1990) ont démontré la formation de ces
radicaux libres dans les plantes exposées a 1’ozone avant ’apparition des symptomes
macroscopiques, utilisant la spectroscopie de résonnance du spin électronique. Il a été
démontré que la concentration d’O3 dans I’espace intracellulaire des feuilles est voisine de
z€ro, ainsi que la concentration d’O; en dehors de la feuille est élevée (Laisk, Kull & Moldau
1989). L’exposition a ’ozone altére la perméabilité de la membrane plasmatique ; des
altérations dans le schéma des lipides dans les plantes ont été aussi mises en évidence (Heath
1987). Les ATPases, qui sont associées a la pompe ionique dans les membranes, peuvent étre
inactivées par ’ozone (Dominy & Heath 1985). Tous ces changements peuvent conduire a la

perturbation du métabolisme normal de la "machinerie cellulaire”.
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Un des effets subits, observés dans les plantes exposées a 1’ozone est une réduction de
la photosynthése nette (Reich & Amudson 1985). Par exemple dans la patate, exposée a une
dose relativement basse & ’ozone (par exemple 60-80 pg/m’, durant 4 jours), 1’ on observe
une diminution de la photosynthése, qui retourne au niveau des contrbles aprés 1’exposition
(Dann & Pell 1989). La fumigation de ’avoine avec 150 pug/m’ per durant 2 heures provoque
une diminution de la photosynthése dans les feuilles plus agées (Myhre et al. 1988). La
diminution de la photosynthése est souvent corrélée a la décroissance de la quantité de
chlorophylle et de la quantité et de I’activité de la protéine Rubisco (Lehnherr et al. 1988 ;
Dann & et Pell 1989 ; Nie, Tomasevic & Baker 1993), mais on n’observe aucun changement
dans le systéme du transport électronique et photochimique (Sen Gupta, Alscher & McCune
1991; Aames et al. 1993) ou de la composition des protéines thylacoidales (Nie et al. 1993) .
L’exposition & 1’ozone a provoqué la décroissance de la transcription des geénes de la petite
sous unité Rubisco dans la patate (Nie Reddie er al. 1993), qui pourrait conduire a la
diminution des niveaux de la protéine Rubisco.

Rubisco joue un rdle double dans le dommage di & I’ozone. C’est une enzyme clé
dans la fixation du dioxyde de carbone durant la photosynthése et aussi une protéine majeure
de la feuille, qui est impliquée dans les processus de sénescence prématurée (Dann & Pell
1989 ; Pell, Eckardt & Eyendi 1992). Les données accumulées jusqu’a présent ont suggéré
que I’ozone directement réduit la croissance de la plante et la photosynthése (Darral 1980). A
des concentrations basses d’ozone, une grande proportion de 1’assimilé est habituellement
localisée dans les feuilles et les troncs & décapiter des racines et des couronnes (Hech et al.
1983). Dans les plantes pérennes, I’effet de 1’0ozone probablement réduit 1’énergie de réserve
dans les racines, elle qui pourrait avoir des implications importantes dans la survivance
hivernale et dans le réveil printanier, quand 1’énergie de réserve vient a étre utilisé{Cooley &
Manning 1987). De cette fagon la pollution de 'ozone peut influencer indirectement la
productivité de la plante, faisant diminuer la tolérance des plantes au stress environnemental.

L’ozone induit des changements dans le métabolisme des plantes et dans la machinerie
biochimique, qui ont été étudiés durant un long moment. Cependant, malgré la large diffusion
des dommages diis a 1’ozone, les mécanismes précis des processus de dommages et des
systemes de défense de la plante contre I’attaque de I’ozone, sont encore mal compris. Les
effets des dommages diis a ’ozone sont pergus a travers I’analyse des changements dans le
métabolisme primaire et de la fixation du carbone.

La résistance des plantes a 1’ozone est liée a la régulation de sa pénétration a travers
les stomates. Quoi que beaucoup d’articles récents indiquent une induction rapide des
itinéraires biochimiques vari€és en réponse a ’exposition a 1’ozone, et des différences
contradictoires entre les souches des plantes sensibles et résistantes ont été décrites.
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4. L’induction des systémes de défense de la plante de la part de
P’ozone

4.1 La synthése de ’éthyléne en réponse au stress dii a ’ozone

Il a été suggéré que la capacité inhérente des plantes a synthétiser 1’éthyléne du stress dii a
I’ozone en réponse a ’exposition (Castillo, Miller & Greppin 1987; Mehlhorn & Wellburn
1987; Taylor, Ross-Todd & Gunderson 1988; Langebartels et al. 1991; Mehlhom et al.1991 ;
Telewski 1992), pourrait étre un facteur déterminant dans la sensibilité a I’ozone Mehlhorn et
Wellburn 1987 ; Mehlhomn ef al. 1991). Quand I’éthyléne réagit avec 1’ozone, il se produit, de
fagon présumable des oxyradicaux libres hautement réactifs solubles dans 1’eau, qui peuvent
endommager les plantes (Nello & Wellburn 1987; Mehlhom et a/.1990). L’inhibition de la
synthése de 1’éthyléne dii au stress a 1’ozone, minimise le dommage dans les plantes et
Pexposition a I’éthyléne, avant fumigation a 1’ozone ainsi réduit les dommages de 1’ozone
dans le pin et le haricot (Mehlhorn 1990). Des preuves limitées ont été rapportées (Mehlhorn
& Wellburn 1987; Mehlhom et al. 1991), que le traitement a 1’éthyléne avant I’exposition
probablement induit les systemes de défense, comme par exemple ’induction de I’activité des
péroxydases, qui protége les plantes contre les effets nocifs de ’ozone et les oxy radicaux
produits dans les réactions chimiques de I’ozone avec I’éthyléne ou des autres produits des
plantes.

La possibilité que 1’éthyléne joue un réle dans la détermination de la sensibilité des
plantes a I’ozone a été fortement supportée par les études sur la synthése de I’éthyléne et des
polyamines dans les variétés de tabac ozone-sensible des plantes et ozone-résistant,
respectivement Bel W3 et Bel B (Langebartels et al. 1991). La synthése de I’éthyléne
augmente considérablement aprés 1’exposition 4 1’ozone du tabac sensible Bel W3, pendant
que la synthe¢se de I’éthyléne reste basse dans le tabac insensible Bel B. Dans Bel W3,
augmentent, soit la concentration du précurseur de I’éthyléne ACC, que le développement de
I’éthyléne qui a lieu aussit6t (1-2 h aprés 1’exposition a 1’0zone) ; ces accroissements viennent
a étre corrélés avec le dommage des feuilles du tabac ozone sensible Bel W3).

La synthese de I’éthyléne a partir de la méthionine Figure.6 est régulée au niveau des
génes comme I’ACC Synthétase (Kende 1993). L’utilisation des sondes des génes de I’ACC
synthétase a montré une rapide activation des génes de la transcription suivant I’introduction
du facteur de stress ; plusieurs transcrits régulés différentiels de I’ACC synthétase ont été
retrouvés dans la tomate (Yip, Moore & Yang 1992), dans Arabidopsis (Liang et al. 1991) et
dans les aubergines (Huan et al. 1991), indiquant gu#e qu’il yaautant d’isoenzymes de I’ACC
synthétase. Ces iso enzymes peuvent €tre distribués et activés séparément en réponse par
exemple a I’auxine et suite 4 la blessure (Huan et al. 1991); Yip et al. 1992) et durant le
développement de la plante (Rottman et al. 1991 ; Park, Drory & Woodson 1992). Un article
préliminaire (Schlagnhaufer, Arteca & Pell 1993) sur les réactions induites par I’ozone dans la
patate, indiquant une forte croissance de transcription des genes de I’ACC Synthétase en
réponse a I’exposition a I’ozone. Avec des sondes spécifiques des génes qui codifient les
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différents iso enzymes de I’ACC synthétase, serait possible de déterminer quels genes ont été
induits par I’ozone. Ceci aurait donné plus d’informations a propos du mode d’action du
dommage di a I’ozone, quand ¢a arrive dans les plantes.
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Figure.6 : Biosynthése de 1 ‘éthyléne et des polyamines dans les plantes. En traits discontinus, sont indiquées les interactions
des inhibiteurs (-) des voies métaboliques. L’ozone est connu d’induire la synthése de 1'éthyléne, la transcription du géne de
U'ACC Synthétase, les changements des concentrations des polyamines et Uinduction de Uactivité de I’ADC.

5. Induction de la synthése des polyamines en réponse a ’ozone

Outre la formation de 1’éthyléne, existe le pathway des polyamines qui a le méme
intermédiaire, AdoMet Fig.6, du pathway de I’éthyléne. Un tel pathway semblerait aussi
impliqué dans la détermination de la sensibilité des plantes a I’ozone (Rowland-Bamford et
al. 1989, Langebartels et al.1991). Les effets de l'ozone sur Pactivité sur I’arginine
décarboxylase (ADC), I’enzyme clé de la synthése des polyamines du stress dans les plantes
(Apelbaum, Goldfust & Icekson 1985 ; Evans & Malmberg 1990), ont été étudiés dans le blé
(Rowland-Bamford et al.1989), dans la patate (Nagy Reddy et al. 1993) et dans le tabac
Langebartels ef al.1993). 1l y a une forte corrélation positive entre I’exposition a 1’ozone et
I’induction de I’activité de ’ADC, dans le tabac et le blé et ’augmentation du contenu des
polyamines dans les plantes ; la spermidine dans le bié et la putrescine dans le tabac Bel B
résistant. Dans les feuilles de blé, ’accumulation des polyamines est corrélée avec la
putrescine contre le dommage dii & I'ozone, parce que I’application dans les feuilles de
difluoro méthyle arginine (DFMA), un inhibiteur spécifique, augmente les dommages apres la
fumigation a 1’ozone (Rowland-Bamford et a/.1989). En plus de I’augmentation de ’activité
de ’ADC, I'ozone et les polluants de 1’air ont été impliqués de faire décroitre ’activité
extracellulaire des diamines oxydases dans les haricots (Peters, Castillo & Heath 1989),
circonstance qui peut aussi expliquer les augmentations observées des niveaux de spermidine
et de putrescine.
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5.1 Le role des polyamines comme nettoyeurs des radicaux

Il a été établi qu’apres I’exposition a I’ozone, devient changée la perméabilité de la membrane
plasmatique (Heath 1987), un tel fait pourrait étre finalement attribué a la lipopéroxydation
des lipides (Chevrier, Chung & Sarhan 1990). Les polyamines peuvent jouer un réle indirect,
formant des chélates avec les ions métalliques qui catalysent la lipopéroxydation (Bors et al.
1989). Le rajout de la putrescine et de la spermidine exogeéne au tabac sensible Bel W3, avant
le traitement A 1’0zone, augmentant la quantité de polyamines libérés et conjugués dans les
feuilles, et une réduction des dommages visibles diis a 1’ozone est évidente (Bors et al. 1989).
Les polyamines peuvent agir comme agents stabilisateurs des membranes et nettoyeurs de
radicaux oxygéne (Evans & Malmberg 1989 ; Rowland-Bamford er al. 1989), bien qu’il a été
montré que les effets des polyamines comme nettoyeurs de oxyradicaux soit dii a la
conjugaison du groupe hydroxy phénolique et ne dépend pas de la méme amine (Bors ef al.
1989). Dans le tabac, les polyamines sont complétement conjuguées avec les acides hydroxy
cinnamiques (Bors et al. 1989), et dans le tabac exposé a I’ozone, la putrescine accumulée est
conjuguée avec 1’acide amino-idroxycinnamique (Langebartels et al1991). Un des
mécanismes pour empécher le dommage dii a I’ozone avec les polyamines est la répression
Fig.7 de la formation de I’é¢thyléne des polyamines (Langebartels er al.1991). Des niveaux
élevés de polyamines sont connus de faire décroitre les activités de I’ACC Synthétase et de
I’ACC oxydase (Apelbaum 1990) et peuvent de cette maniére réduire la formation de
I’éthyléne, autrement induit par ’ozone.

ac @77 sTRESS
.-+ Ethylene .27

®. r Ascarbate
e . ‘@ - - Vasmonic acid peroxidase
\ I Q-
PAL . CAD
. Lignin
Phenylalanine CA~> oA — CaA —~t
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sa.-Oirm Tpons
Superoxide @ @ proleing Flavonoid
dism'ase -~ b - Acid peroxidase syn‘hesis

Figure 7: L’induction du stress du métabolisme des phényles propanoides dans les plantes et 'induction des différentes
réactions de défense de quelques substances phényles propanoides. Les lignes en traits discontinus indiguent 'induction de
Dactivité enzymatique ou de I'expression du géne. Les abréviations utilisées: CA=Acide Cinnamique; 4 — CA=Acido trans
Cumarilique ;Cad= Acido Caféique; SA=Acido Salicilique; CHS=Calcone Synthétase; PAL=Phényl Alanine Ammoniaque
Lyase; CAD=Cinamyl Alcool Déhydrogénase;4CL=p-cumarate:CoA Ligase.

Dans les cultivar tabac ozone-résistant et sensible (respectivement Bel B et Bel W3),
I’induction différentielle des voies métaboliques des polyamines et de 1’éthyléne est visible
(Langebartels et al. 1991). Dans le tabac ozone-résistant Bel B, I’activité de 'ADC et les
niveaux de polyamines libres et conjugués croissent trés rapidement aprés 1’exposition a
I’ozone, cependant la synthése de 1’éthyléne de stress reste faible. Les polyamines sont
reconnus &tre impliqués dans la transcription du niveau de I’ACC Synthétase (Li et al.1992);
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la putrescine, la spermidine et la spermine exogéne font décroitre le niveau de RNAm d’un
transcrit de I’ACC Synthétase de la tomate, mais I’inhibition est transitoire en nature.

5.2 L’induction des pathways du phényle propanoide et des flavonoides au stress
d’ozone

Il a été établi que le traitement avec I’ozone provoque l’augmentation de I’activité des
enzymes Phénylalanines Ammoniaques Lyases (PAL) (Roseman, Heller & Sanderman 1991,
Eckey Kaltenbach er al. 1994), Calcone Synthétase (CHS) (Keen et Taylor 1975 ; Roosemann
et al. 1991) et Cinnamil Alcool Déshydrogénase (CAD) (Galiano et al. 1993a), des enzymes
qui contrélent respectivement les pathways de la biosynthése desphényles propanoides, des
flavonoides et de la lignine. Ces pathways jouent un role important dans la réponse de défense
de la plante, parce que synthétisant de multiples composantes potentiellement protectrices,
parmi lesquelles les flavonoides (UV protecteur et la phytoalexine), la furanocoumarine
(phytoalexine) et la lignine. Leur induction, suite au stress environnemental Fig.7, blessure ou
attaque du pathogene, exposition a la lumieére UV, exposition a I’ozone, est bien caractérisée,
soit au niveau biochimique ou génétique.

La premiére étape dans la biosynthése des phényles propanoides est régulée par la
PAL. Les rapides croissances dans ’activité de ’enzyme dans les conditions de stress sont
habituellement importantes mais il semble que la synthése in situ de ’enzyme est augmentée
en corrélation avec ’augmentation de la quantit¢é de mRNA (Chappel & Hahlbroch 1984 ;
Ishuziga et al.1991). L’induction de la transcription du géne de la PAL a été observée dans les
plantes de raifort (Eckey-Kaltenbach et al.1994) et du bouleau exposé (Betula penda ; R.
Pellinen et J. Kangasjarvi, en préparation). L’induction de la PAL dans le raifort est
extrémement semblable & I’induction typique de la PAL diie au pathogéne des plantes ou
d’une blessure (Kuhn ef al. 1984 ; Dyer et al. 1989), avec des niveaux de transcrits maximum
a 6-8 heures et un second pic durant les nécroses, impliquant que I’induction de la PAL diie a
I’0zone, pourrait étre mécaniquement assimilée a la réponse de défense diie au pathogene.

Dans le raifort, deux groupes majeurs de substances phénylepropanoides, flavonoides
glycosidiques et phytoalexine furanocoumarique respectivement, se sont accumulés en
réponse & la lumiere UV et aux pathogeénes (Hahlbroch et al. 1976). L’ozone induit soit
I’accumulation des deux groupes de métabolites (Ecken-Kaltenbach et al.1994). De cette
maniére 1’ozone parait présider au développement pré-programmé et aux réponses de la
défense, en agissant comme un cross-inducteur a la fois sur les pathways dans la réponse de
défense diie aux UV et au pathogéne dans le raifort.

Dans le pin, une exposition pour 8 heures augmente significativement les activités de
la PAL, de 1a CHS, et de la Stilbéne Synthétase (STS) (Rosemann et al.1991). Les stilbénes
sont des phytoalexines (Hain ef al. 1993) liés aux flavonoides ; les enzymes qui catalysent la
premiére étape dans leur syntheése, la stilbéne synthétase, utilise les mémes subsjtrats comme
la CHS. Des augmentations de ’activité de la PAL et de la STS dans le pin ont été observées
24 heures aprées le début de I’exposition a ’ozone ; I’activité de la CHS, croit plus tard. Il a été
remarqué des activités de la PAL et de la STS, dans les pins qui croissent dans une
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atmospheére sans ozone, qui augmentent avec le traitement a I’ozone. Au contraire de la PAL
et de la CHS, l'activit¢ de la STS n’est pas observable dans les plantes témoins, et
I’augmentation de I’activité de la STS et ’accumulation des stilbénes dans la réponse au
traitement a 1’ozone est une fonction dose-temps. Le récent clonage du géne STS dans le pin
(Fliegmann et al.) procure un moyen pour étudier I’activation du géne STS dans la réponse au
stress.

L’activité maximale de la PAL est habituellement enregistrée seulement dans les tissus
spécialisés dans la synthése de la lignine, comme ces conducteurs d’eau. De plus, la synthése
des quantités croissantes de lignine a ét¢ démontrée comme une réponse a I’attaque au
pathogeéne (Jack et al. 1992). Bien que la lignine soit une des destinations majeures des
substances phénylepropanoides, I’induction du pathway dii & I’ozone, peut aussi résulter de
I’augmentation de la lignification. Des études sur ’avoine exposée a 1’ozone ont montré en
effet des augmentations dans l’activité de ’enzyme CAD, qui contrble la synthése de la
lignine (Galliano, Heller & Sandermann 1993b) et I’induction correspondant un géne de la
CAD (Galliano et al. 1993a). Le traitement des cultures en suspension avec des champignons
inducteurs, induit aussi la transcription des geénes de la CAD. Le génome de I’avoine rouge
contient seulement un géne de la CAD (Galliano et al. 1993a), qui est ainsi régulé du contrdle
du développement, des pathogenes et de 1’ozone.

5.3 L’induction par I’ozone des protéines et des génes de la réponse pathogéne

Comme une réponse non spécifique a I’invasion de la part des organismes pathogénes, les
plantes synthétisent un groupe de protéines régulées de fagon coordonnée, qui pour des
raisons historiques sont appelées des protéines liées a la pathogenése (PR protéine). Les
protéines PR sont classées en cinq groupes : PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5, sur la base de
leur ressemblance (Bowles 1990). Des investigations récentes ont montré que les protéines
PR-2 sont des §-1,3-glucanases, les protéines PR-3 sont des chitinases et les protéines PR-5
sont inhibitrices des protéinases. Les plantes contiennent, soit des chitinases, soit des $-1,3-
glucanases, qui sont acides extra cellulairement et basiques intra cellulairement (Ward et al.
1991 ; Ohashi & Ohshima 1992 ; Raz & Fluhr 1992). Tous ces deux enzymes & la catalysent
I’hydrolyse les principaux composants des parois cellulaires des champignons, et cette fagon
entaillent le processus d’invasion et jouant un réle important dans les mécanismes de défense
des plantes (Broglie et al. 1991). De surcroit aux protéines PR, beaucoup d’autres génes sont
induits par les initiateurs des pathogénes de fonction méconnue ont été découverts (Bowles
1990).

Des études récentes dans la biochimie et la biologie moléculaire des réponses aux
plantes a I’ozone atmosphérique élevé ont indiqué des activités croissantes de beaucoup de
protéines PR dans le tabac (Schrauder er al. 1992) et dans I’avoine rouge de la Norveége
(Karembi et al. 1994) ; ainsi, beaucoup d’autres génes de la réponse pathogéne (Somssich et
al.1989) ont été induits. L’induction de la synthése des protéines par 1’ozone dans le raifort et
des cultivar de tabac Bel W3 et Bel B, ont montré 1’augmentation du RNAm et des activités
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enzymatiques qui pourraient étre observées, immédiatement aprés I’exposition 4 ozone.
Dans le tabac sensible & ’ozone Bel W3, I’augmentation de 1’activité 8-1,3-glucanase est de
30 fois plus élevée que dans les plantes témoins, ou leur activité enzymatique est presque
nulle. La croissance de ’activité enzymatique résulte de I’activation de la transcription des
geénes correspondant a nouveau (Emst et al.1992) et ’augmentation de la transcription du
géne est remarquée 1 heure apres 1’exposition a ’ozone.

Une étude complete de ’induction dans 1’expression du gene de la défense dans le
raifort, montre que tous ces geénes induits par le pathogene, sont aussi induits par 1’ozone
(Eckey-Kaltenbach et a/.1994). Les geénes liés a la défense pourraient €tre classés en trois
groupes suivant le temps d’induction : les génes rapides, intermédiaires et lents. Le maximum
des périodes de pré-induction par les groupes sont respectivement 3,6 et plus de 10 heures
apres le traitement a ’ozone. Les génes induits rapidement sont les génes des protéines PR et
le géne initiateur induit (Eli-6, Somssich et al. 1989), dont leur fonction est méconnue. Tous
ces génes intermédiaires sont membres du pathway des phényles propanoides. Les génes lents
incluent les génes des péroxydases et ceux des glycoprotéines riches en hydroxy proline. Les
cinétiques d’induction de tous ces génes ressemblent aux cinétiques de leur induction par
I’ozone.

5.4 Induction des systémes détoxificateurs des espéces d’oxygéne actif en réponse au
stress oxydatif

Le stress oxydatif dans les plantes n’est non seulement causé par 1’ozone, mais aussi par les
autres polluants de I’air. Plusieurs réactions dans le métabolisme normal des plantes, par
exemple dans la chalne de transport des électrons dans les chloroplastes et dans les
mitochondries, produisent des espéces d’oxygene réduit, comme les radicaux superoxydes et
les péroxydes d’hydrogéne. Les plantes contiennent des enzymes comme les péroxydases,
catalases et les superoxydes dismutases (SOD), capables de nettoyer ces oxy radicaux
dangereux (voir Foyer, Descouviéres & Kunert 1994a pour une revue). La SOD dismute le
superoxyde en H,O, et O,. Fig.4. Les péroxydases, comme l’ascorbate péroxydase (AP),
conséquemment réduisent le H,O, en eau utilisant I’acide ascorbique comme donateur
d’électron. L’acide déhydroascorbique résultant est recyclé en ascorbate, utilisant le
glutathion (GSH) et le GSSH formé est recyclé en GSH, sous I’action de la glutathion
réductase (GR). Une forte induction de ces enzymes du pathway de Halliwell-Hasada a été
rapportée dans différentes situations de stress (Bowler, Van Montegu & Inzé 1992).

Récemment le role de la SOD dans le développement des plantes et dans les réactions
de défense ont été passés en revue par (Bowler et al. 1992) ; ici nous pouvons faire un bréf
résumé de la question. Les augmentations de la concentration de 1’ozone atmosphérique ont
été désignées provoquer des croissances des activités enzymatiques de la SOD (Chanway &
Runeckles 1984, Castillo et al. 1987 ; Sen Gupta et @l.1991). Le mécanisme de 1’induction de
Pactivité de la SOD est en majeure partie méconnue. Seulement, ce n’est que tout récemment
que des études pour analyser I'induction des génes spécifiques ont été menées. Dans les
expériences de Hérouart, Van Montegu & Inze (1993), ont été produites des plantes
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transgéniques a l’intérieure de laquelle un géne reporter a été combiné avec la région
promotrice de la Cu/Zn SOD du Nicotiana. La Cu/Zn SOD du tabac a été induite par
plusieurs anti oxydants avec des groupes sulthydrile réduits, par exemple le glutathion réduit,
mais non par exemple par le H,0O; ou de ’herbicide paraquat (producteur de super oxyde), ou
du glutathion oxydé. De tels résultats ont suggéré que les augmentations des anti oxydants
thiols dans la cellule puissent réguler I’expression des genes SOD. Ces études sont
nécessaires, pour apporter la lumiére sur le réle de la SOD, dans la protection des plantes
contre le dommage dii & 1’ozone. Méme si les résultats de ’activité de la SOD sont
contradictoires sur leurs augmentations, il a été cependant noté dans les expériences sur
I’épinard et le haricot vulgaire, une réponse au traitement a 1’ozone. Mais dans d’autres
expériences, comme le blé et le haricot vulgaire et I’épinard, aucune augmentation dans
Pactivité enzymatique n’a été observée (voir Bowler et al.et référence). Une preuve majeure
est que dans les plantes transgéniques, surproduisant la SOD chloroplastique, aucune
croissance dans la résistance a 1’ozone, n’a été enregistrée (Pitcher et al. 1991) ; plutét il ya
une réduction du dommage cellulaire a travers les radicaux oxygene produitsavec ’herbicide
parquét (Bowler ef al. 1991 ; Sengupta et al. 1993).

L’induction de Iactivité enzymatique de I’ascorbate péroxydase de la part de 1’ozone,
AP (Castillo et al. 1987, Peter et al. 1989 ; Mehlhorn 1990) et de la glutathion réductase, GR
(Tana, Saji & Kondo, 1988 ; Sen Gupta ez al. 1991 ; Madamanchi et a/.1992 ; Wingsle et al.
1992), est liée a I’induction de la SOD, puisque ces enzymes sont impliquées dans le pathway
de Halliwell-Asada, successivement a la neutralisation du super oxyde Fig.8. Ces systémes
sont localisés pour la majeure partie dans les chloroplastes Fig.9, ou participent a
I’élimination des espéces oxygene-réactif générées dans la photosynthése ; de méme les
enzymes cytoplasmiques ont été caractérisés (Madamanchi ez al. 1992). 1l a été suggéré que le
glutathion réductase pourrait jouer un réle important dans la détoxification des radicaux
oxygeéne (Tanaka et al. 1985, Tanaka, Machida & Sugimoto 1990). Les plantes transgéniques
sur exprimant les enzymes du métabolisme du glutathion sont ainsi générées (Aono et al.
1991 ; Foyer et al.1994a, b), pourétudier leur implication dans le pathway. Les plantes
transgéniques du tabac qui ont exprimé le géne de la glutathion réductase (Aono et al. 1991),
sont en effet plus résistantes au stress oxydatif causé par I’herbicide le pa(quuﬁt, mais ne
montrent aucun changement a leur sensibilit¢é & I'ozone. Ceci et les résultats de la
surexpression de la SOD chloroplastique, (Bowler er al. 1991 ; Pitcher et al. 1991) ont
suggéré que la localisation subcellulaire des premiéres réactions, induites par ’ozone qui
conduisent au dommage cellulaire pourrait étre dans I’aploplaste ou a proximité de la
membrane plasmique (Luwe, Takahama & Heber 1993). Cependant, les effets extracellulaires
de la production des radicaux oxygene induits par I’ozone dans 1’état général oxydatif de la
cellule, ot le cycle de I’ascorbate-glutathion pourrait protéger la cellule, restent méconnus. On
pourrait répondre a cette question a 1’utilisation des plantes transgéniques dans lesquelles de
telles séquences régulatrices seraient réunies avec des génes reporter (Herouart ef al. 1993) ou
la surexpression des enzymes des pathways anti oxydatifs (Foyer et al. 1994).
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Fig.8: Réactions inductibles dans le pathway de Halliwell-Asada, éliminant des radicaux hydroxyls dans les plantes.
Abréviations: GSH, glutatione réduit; GSSG, glutatione oxydé. Enzymes catalysant les réactions sont indiquées avec les
numeéros suivants: 1, Super Oxyde Dismutase; 2 Ascorbate Peroxydase: APX;3, DéHydro Ascorbate réductase: DHAs.
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Fig.9: Structure de !'acide ascorbique (Asa), de l'acide déhydroascorbique (DHA) et les intermédiaires de I’oxygéne réactif,
impliqués dans le pathway des chioroplastes des plantes (modifi¢ par Asada, 1994). Les radicaux superoxydes (Oy), sont
dismutés par la SOD, associé avec le PSI et le H,0; et le résultat est éliminé par I'APX, lié aux thylakoides (tAPX) Les
espéces d’oxygéne réactif qui échappent & la destruction au niveau des thylacoides ont été éliminés a la fois par la SOD et
['APX (sAPX} des stroma .Les radicaux de monodéhydroascorbate (MDA), produits par APX sont convertis en AsA a travers
les réactions avec les Fd ou monodéhydroascorbate réductase (MDHAR). Réduction de DHA en AsA est catalysée par la
déhydroascorbate réductase (DHAR), via le pathway de 'ascorbate : glutathion.

6. La concertation entre les divers systémes de réponse a 1’ozone

6.1 Les pathways des réactions de défenses induits par ’ozone

Plusieurs des articles mentionnés ci dessus ont indiqué des similarités entre les réactions
induites par I’ozone dans les plantes et celles du stress général. Au niveau moléculaire, les
réactions induites par I’ozone dans les plantes sont assez similaires, par exemple aux réactions
induites par les pathogénes ou la blessure. Les croissances induites par ’ozone dans les
activités enzymatiques, sont provoquées par I’activation rapide de divers génes, comme les
génes pour les enzymes régulés dans la synthése de I’éthylene, I’ACC synthétase, la Pal, la
CHS et la CAD, qui contrdlent respectivement les phénylpropanoides, les flavonoides, les
pathways de la synthése de la lignine et de plusieurs protéines PR. Le signal de transduction
des pathways de ces réactions induites de défense dans les interactions plante-pathogéne, ont
été ¢tudiés et donnent une bonne comparaison pour suivre le signal de transduction des
réactions induites par ’ozone. Non seulement, il y a des similarités entre les réponses des
plantes a ’ozone et au pathogene, mais aussi ces deux processus pourraient étre corrélés. Par
exemple, quand plusieurs génotypes de blé sont soumis au criblage pour leur résistance, aux
marques marronnes dies aux champignons (Pyrenophora triticirepenti), ces génotypes
susceptibles résultent étre sensibles a I’ozone (Sah, von Tiedmann & Fehrmann 1993).

La majeure partie des genes de défense des plantes sont hautement régulés et sont
exprimés durant le développement de maniére spécifique dans le tissu. De cette maniére les
mécanismes régulateurs de ces génes de défense devraient incorporer des modéles spécifiques
de développement avec les signaux du stress environnemental (Douglas et al. 1991). Plusieurs
geénes de défense des plantes, induits par I’ozone ont conservé les séquences nucléotidiques
régulatrices liées & des protéines dans leur promoteur (Goldsbrough, Albrecht & Stratford
1993; Yu, Lamb & Dixon 1993). Ces séquences communes sont présumablement
responsables dans I’induction régulée et coordonnée de divers génes de défense en réponse au
pathogene et a la blessure. Des informations disponibles, dans ’expression des génes induits
par ’ozone dans les plantes, ont suggéré une induction non spécifique des systémes de
défense ; c’est ainsi que le signal de transduction des pathways responsables de 1’expression
du gene induit par I’ozone utilise les composants du signal de transduction du pathway de la
réponse au stress général.
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6.2 L’explosion oxydative

I1 a ét¢ montré que I’Os, en tant que tel n’est pas dangereux pour la membrane plasmatique
(Grimes, Perkins & Boss 1983), et est dégradée en super oxyde, peroxyde et radicaux
hydroxyle (Hoigné & Bader 1975) ; il se forme ’oxygéne singulier quand il réagit avec les
molécules biologiques (Kanofsky & Sima 1991). La formation de ces molécules d’oxygéne
actif dans les tissus des plantes, aprés I’exposition a I’ozone a été mise en évidence avec la
spectroscopie de résonnance du spin de 1’électron (Mehlhomn er al.1990). Ces espéces
d’oxygene actif sont plus probablement responsables de la lipopéroxydation des lipides de la
membrane plasmatique, qui a été démontrée, a lieu aprés le traitement par ’ozone (Pauls &
Thompson 1980; Heath 1987; Chevrier et l.1990). Vraisemblablement, durant les premiers
stades des interactions plante-pathogene (Delvin & Gustine 1992; Schwacke & hager 1992)
ou I’exposition a la lumiére UV, la génération des radicaux superoxydes se déroule dans
I’apoplaste. Cette explosion oxydative a un grande signification dans les réactions cellulaires ;
On peut penser que ces radicaux oxygene, dérivés de 1’ozone pourraient activer le signal de
transduction des voie métaboliques, conduisant aux réponses de défense dans les cellules des
plantes exposées 4 ’ozone, comme c’est décrit dans plusieurs références relatées avant,
normalement associées a I’invasion pathogene.

6.3 La possible action de Pacide jasmonique comme signal transducteur de 'induction
par Pozone

Des progres récents dans [’élucidation du signal transducteur dans les plantes, durant
I’induction des réactions de défense, ont montré un rdle central par un produit d’oxydation de
I’acide linolénique, composante normale des membranes, 1’acide jasmonique (JA), et son
méthyle ester, méthyle jasmonate, dans I’induction de la transcription des différents génes de
la défense, avec les inhibiteurs des protéinases (Farmer, Johnson & Ryan 1992; Staswick
1992), PAL (Dittrick, Kutchan & Zen 1992 ; Gundlach ef al.1992) et CHS et 4-CL (Dittrich et
al. 1992). De plus a la régulation des genes de défense, le JAet le MeJA agissent dans les
réactions de la sénescence (Chou & Kao 1992). La formation de I’acide linolénique évoque
I’activation induite des lipoxygénases (Bell & Mullet 1991) et des différents stades de la
peroxydase, qui sont induites par exemple par les initiateurs des parois cellulaires des
champignons (Bostock ef al. 1992 ; Crimes, Koetje & Franceshi 1992). On pourrait faire
I’hypothese que la lipopéroxydation observée dans la membrane plasmatique, soit induite par
’ozone directement ou a travers le HO, (Pauls & Thompson 1980 ; Heath 1987; Chévrier et
al. 1990) et 'induction de ’activité de la lipoxygénase et des génes de la transcription avec le
traitement a 1’ozone (Maccarone Veldink & Vliegenthart 1992) pourrait conduire a la
formation de JA ou de MeJA, ou de quelques uns de leurs précurseurs. Ces réactions
pourraient étre impliquées dans les mécanismes de dommage de ’ozone a travers, soit aux
réactions d’hypersensibilité ou de I’activation du géne de la défense, ou de I’induction de la
sénescence.
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Dans le raifort, le MeJa et ses précurseurs sont actifs dans I’induction du géne de la
défense, conduisant a ’accumulation des glycosides et des flavonoides, comme apiin (Dittrich
et al. 1992). Tout récemment, des études sur I’induction et 1’accumulation de 6-O- malonyl
apiin (Eckey-Kaltenbach er al. 1994), ont été mises en évidence. L’ozone est le troisiéme
inducteur connu des glycosides flavonoides dans le raifort et des expériences approfondies ont
montré si son action se traduisait par I’intermédiaire de JA et de ses précurseurs.

6.4 L’éthyléne comme signal transducteur

Il a été proposé que la synthése rapide de 1’éthylene du stress dans les différentes espéces de
plante, pourrait agir comme un messager secondaire dans la réponse de la plante a I’ozone
(Taylor et al. 1988; Mehkhorn 1990). Le sens et la nature de la production de I’éthyléne du
stress et ses interactions avec le systeme de défense des plantes en général ne sont pas encore
connus. L éthyléne est reconnu comme un inducteur des réactions de défense de beaucoup de
plantes (Ecker & Davis 1987), mais son role exact est encore a déterminer. Il pourrait jouer un
role primaire dans le signal de transduction conduisant a ’expression du géne de défense, ou
seulement pourrait étre d’importance secondaire.

L’ozone fait croitre la transcription et les activités des protéines PR intracellulaires et
basiques (PR-1, PR-2 et PR-3), dans le raifort (Eckey-Kaltenbach et a/.1994) et Bel W tabac
(Emst et al. 1992 ; Schraudner et al. 1992). Dans les premiéres études (Langebartels et al.
1991), avec les mémes cultivars de tabac, la synthése d’éthyléne de stress a été augmentée
plusieurs fois dans ’ozone sensible Bel W3. L’éthylene a été reconnu induire le PR-1
intracellulaire (Eyal, Sagee & Fluhr 1992 ; Raz & Fluhr 1992) ; mais si cette induction est
directe ou si I’éthyléne seulement module I’activation du géne (Huges & Dickerson 1991),
ceci est encore a élucider. Les glicanases et les chitinases basiques du tabac induites par
I’ozone (Emst et al. 1992; Schraudner ef al. 1992), appartiennent respectivement au groupe de
PR-2 et PR-3. 1l arrive que durant la tentation de spéculer, que se passe une activation
similaire 3 celle de 1’éthyléne a travers laquelle la transcription des génes basiques PR-2 et
PR-3, pourrait se passer puisque I’activation de la transcription des génes soit évidente dans
Bel W3, ozone-sensible (Emt et a/.1992), ou la production d’éthyléne de stress soit ainsi
élevée (Langerbartels et al. 1991).

Avec le tournesol, des expériences de suspension cellulaire avec les inhibiteurs de
synthése d’éthyléne, ont suggéré un réle direct de I’ACC dans I’induction de Pactivité de la
chitinase, qui coincide avec I’accumulation de I’ACC endogene, le précurseur de I’éthyléne
(Siefer et al.1994). L activité de la chitinase induite par 1’éthyléne est le Ca®* dépendant (Raz
& Flurh 1992), ainsi ’accroissement de la concentration de Caz+, apres I’exposition a ’ozone
(Castillo & Heath 1990), pourrait jouer un réle dans I’induction de la synthése de I’éthyléne
du stress, lié aux systémes de défense. Des expériences plus poussées dans les plantes
transgéniques dans lesquelles, la synthése d’éthylene du stress interdite avec I’anti sens
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silencieux (Klee & Stelle 1991; Romano, Cooper & Klee 1993), ont montré que les genes de
I’ ACC synthétase induits par ’ozone ne se sont pas exprimés.

7. Bio marqueurs et leur signification

Il serait extrémement utile d’identifier un certain nombre de bio marqueurs pour définir une
situation de stress oxydatif du a 1’ozone et pour prédire le type de réponse.

A la lumiére des mécanismes complexes de défense ci-dessus décrits, il devient toujours plus
nécessaire d’identifier un nombre limité de bios marqueurs (activité enzymatique,
concentration de certains métabolites, expression de certains genes, etc.) qui constituent des
indicateurs pour une situation en début de stress oxydatif dii & ’ozone. De tels marqueurs
devraient aussi permettre de faire le monitoring de la réponse des plantes au stress et de
prévoir 1’évolution du systeme dans le temps (d’une part la réponse active, activation des
mécanismes de défense, élimination des espéces nocives, réparation du dommage,
développement de la résistance; d’autre part, la possible propagation du dommage,
dépassement de la capacité de réponse de la plante, installation des 1ésions toujours plus
graves, mort cellulaire, mort de la plante). Dans les cas les plus chanceux, de tels marqueurs
pourraient étre utilisés pour la stratégie de bio monitorage.

Un marqueur idéal de stress devrait posséder des prés requis suivants :

- &tre facilement mesurable;

- étre sensible au stress (le stress induit des variations significatives du parametre)

- étre stable en manque de stress (donc étre peu sensible aux autres parametres et étre
relativement constant dans le temps);

- étre peu variable d’une espece a I’autre;

- étre spécifique pour un certain type de stress;

- étre prévisible d’un certain type d’évolution (réponse active; ou dommage
irréversible).

Evidemment en pratique, il est difficile de trouver un marqueur qui satisfasse a tous ces requis
listés ci-dessus; quoique une analyse attentive des données de la littérature nous permettrait
pour le moins d’indiquer des variables avec des caractéristiques acceptables, qui puissent étre
testées ultérieurement au laboratoire.

De tels marqueurs consistent essentiellement en:

- activités enzymatiques;
- concentrations de certains métabolites;
- expression de certains genes.

Ceux qui sont jusqu’a maintenant et de fagon diffuse étudiés sont les suivants:
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SOD, POD, MHAR, DHAR, Glutathion Réductase, etc. entre les activités enzymatiques;
Glutathion, Acide ascorbique, comme métabolites secondaires,
Acide salicylique, Ethyléne, Flavonoides comme substance a bas poids moléculaire ;

L’expression de quelques génes tels que ceux de la SOD, APX, etc.

7.1 Possibles biomarqueurs : la littérature

L’exposition des plantes aux polluants de I’air induit beaucoup de changement dans les
processus physiologiques et biochimiques (Koziol MJ, Whatley FR, eds 1981, Winner WE,
Money HA, Goldstein DA, eds 1985). Des marqueurs biochimiques, parmi les quels quelques
activités enzymatiques et quelques métabolites pourraient étre utilisées pour suivre
rapidement les altérations métaboliques dans les plantes qui ont lieu avant la parution des
dommages visibles ou de la diminution de la récolte. Cependant, le fréquent manque de
spécificité des marqueurs singuliers, crée le besoin de criblage simultané de plusieurs
marqueurs biochimiques. A cet effet, il est intéressant le travail publié récemment par
(Wellburn F.A. & Wellbum AR 1996), qui a suivit systématiquement les variations de
différents métabolites primaire et secondaires dans beaucoup d’espéces végétales suite 3
I’exposition a l’ozone. Parmi les diverses variables analysées-éthyléne, putrescine,
spermidine, polyamines totales, phénol totaux, glutathion réduit, glutathion total, ascorbate
total-les plus attendus semblent étre les polyamines et 1’éthyléne, méme si le schéma de la
réponse résulte étre trop complexe et variable d’une espéce a une autre.

Dans notre recherche, nous nous sommes servis fondamentalement de marqueurs
enzymatiques, amplement testés parmi lesquels la SOD, PAPX, GPX et les Peroxydases
totaux. Sur cette thématique, il existe une abondante littérature, bien que le diagnostic
significatif et le pronostic des vanations de ces activités enzymatiques n’aient pas encore été
définitivement éclairés.

Les péroxydases (donneur: H,O,, oxydoréductases; EC 1.11.1.7), sont utilisées comme
marqueurs biochimiques du stress des plantes en général, ainsi que pour le stress de polluant
de ’air. (Castillo FJ, Greppii H 1986, Curtis CR, Howell RK, Kremer DK 1976, Mehlhorn H
1986, Patton RL, Garraway Z 1986). Le stress d’habitude fait augmenter I’activité
péroxydasique, déterminée suivant cette réaction.

Composé réduit + H,O,—~ Composé oxydé + H;0.

Certainement, les polluants de I’air, tel que 1’ozone et le di oxyde de souffre, sont connus pour
faire augmenter ’activité péroxydasique (Curtis CR, Howell RK, Kremer DK 1976,
Garraway Z, 1986); toutefois ’effet de 1’ozone est trouvé plus marqué sur I’activité des
péroxydases extracellulaires que sur activité péroxydasique dans les extraits cellulaires
totaux (Castillo FJ, Greppin H1986).
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La super oxyde dismutase (SOD) est une enzyme impliquée dans les processus d’élimination
des radicaux super oxyde provenant de I’exposition a 1'0;. En effet, les radicaux oxygéne,
produits ubiquistes, proviennent de la réduction mono électronique et de I'0O,, sont parmi les
plus réactifs composants connus. Leur production dans les organismes vivants pourrait
conduire a I’inactivation des protéines (Mead, 1976) et au dommage de ’ADN (Breawn et
Fridovich, 1981). Pour minimiser le dommage des radicaux oxygene, les cellules sont dotées
de systeme enzymatique pour nettoyer ces potentiels dangereux radicaux. La super oxyde
dismutase (SOD; O;™: O;7; oxyde réductase; E.C.15.1.1) catalyse la dismutation des deux
radicaux super oxyde, pour produire le peroxyde d’hydrogene et le di oxygéne.

Comme, ¢’est démontré (G.R Matters et J.G. Scandalios 1987), aprés I’exposition a ’ozone, il
n’y a pas de variation de D’activité superoxydodismutasique. La SOD pourrait étre un
indicateur de la concentration d’O;". Récemment, (Mckersie et 2l.1982), ont examiné
I’activité enzymatique de la SOD dans les souches soit tolérante, que sensible de Phaseolus
vulgaris L. Ils n’ont aussi trouvé aucune différence au niveau intrinseque, de la SOD dans les
cultivars et ont conclu que I’enzyme joue un réle mineur aprés I’exposition a 1’ozone. Ces
résultats sont parfaitement corrélés a nos études sur le méme type de matériel végétal.
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8. But de la recherche et la stratégie adoptée

La présente recherche se propose d’analyser les effets du stress dfi 3 ’0zone dans les plantes
et les réponses biochimiques induites par ce type d’agent polluant. En particulier, nous nous
sommes proposés d’identifier et d’évaluer quelques parameétres biochimiques représentatifs
dans des systémes mod¢les soumis au stress dil, afin d’évaluer I’évolution de ces valeurs en
fonction du type d’exposition & 1’ozone et du type de réponse de la réponse. Au terme de ce
travail, sont proposées des applications pour des études de monitorage.

La recherche est articulée fondamentalement en ces phases suivantes :

1) Sélection des parametres biochimiques importants au cours du stress dii a ’ozone.
i) Vérification de leur comportement dans des modéles expérimentaux.
iil)  Analyse comparée des variations observées et interprétations
en termes de quantification du dommage et la prévision de la réponse : fiabilité des
différents bio marqueurs ; analyse du comportement différentiel sensible/résistant.
1v) Possible application & des stratégies de monitorage.

1) La premiére phase de la recherche s’est focalisée sur I’individualisation d’un certain
nombre raisonnable de paramétres biochimiques qui fussent sensibles au stress oxydatif di a
I’ozone, qui fussent également facilement mesurables et puissent monter des variations bien
définies en relation avec 1’entiereté du stress di & 1'ozone et 4 1’évolution de la plante
(survivance ou mort). Cette phase de la recherche s’est initialement fondée sur une
investigation poussée des données de la littérature existante dans la thématique. Il a été
observé que les paramétres plus communément utilisés, afin de définir une situation de stress
au niveau biochimique et non macroscopique seraient représentatifs de la concentration de
quelques importants métabolites, du niveau de quelques activités enzymatiques et de
I’expression de quelques génes. Particulierement significatif, est le cas de certaines activités
enzymatiques qui nous ont donné un cadre direct du stade métabolique des plantes et de
I’activité différentielle des différentes voies métaboliques concurrentes. Parlant du stress
oxydatif, il a été subitement remarqué que les activités enzymatiques plus communément
étudiées dans la littérature sont la super oxyde dismutase, les différents péroxydases, les
enzymes du métabolisme du glutathion, des enzymes du métabolisme de 1’acide ascorbique,
les catalases. Parmi ces activités enzymatiques variées, nous avons sélectionné la SOD, les
péroxydases totaux, I’ascorbate péroxydase, le gaiacol péroxydase et la syringaldazine et
nous avons fait leur monitorage dans des conditions de stress dii a I’ozone. Nous avons noté
que le niveau de quelques métabolites a fonction anti oxydant parmi lesquels 1’ascorbate et le
glutathion ont une bonne prédiction significative, comme ainsi la concentration de quelques
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métabolites cruciaux dans les systemes de défense tels que 1’éthyléne et ’acide salicylique.
Ces métabolites particuliers seront 1’objet des prochaines études.

11) Une fois sélectionnés quelques bio marqueurs d’intérét (dans notre cas, préférentiellement
I’activité enzymatique), nous nous sommes proposés a évaluer le comportement dans la plante
soumise au stress dii a I’ozone en conditions contrélées. Le paramétre d’intérét a été monitoré
en conditions normales (contrdle) et ensuite sous traitement (traité). Une attention particuliére
a été consacrée a 1’évolution temporelle du paramétre d’intérét-le paramétre a été évalué a pas
de temps, jusqu’a 96 heures de traitement-comme ainsi a la dépendance du paramétre observé
selon les modalités de traitement-concentration, temps et modalité d’exposition-.Il a été en
pratique procédé a un premier criblage, pour évaluer la fiabilité et le bien fondé des bio
marqueurs sélectionnés.

iii) Dans cette phase d’analyse une attention particuliere a été accordée a 1’évaluation
comparée de 1’évolution des différents paramétres en relation au type de stress soumis. Mis en
évidence les divers bio marqueurs, parmi lesquels capables de donner des réponses
significatives au stress, cohérentes et reproductibles, on a voulu corréler le type d’évolution
du parametre avec I’entiereté du stress et du type de réponse induite dans la plante. Une
attention particulieére a été apportée a la corrélation changement métabolique/réponse active ;
changement métabolique/développement du dommage irréparable. En d’autres termes, nous
avons cherché a voir quel type d’évolution de parametres fit indice de souffrance.
Particuliérement significatif, le cas de Phaseolus vulgaris ou une activation élevée de certains
enzymes soit indice de souffrance de la plante et corrélée a une situation de sensibilité au
stress, par contre une réduction de I’activation enzymatique est signe de tolérance au stress.
Analogiquement, dans le cas de Arabidopsis thaliana, nous avons vu que le niveau de APX a
24 heures a I’exposition, corrélée a ’entiereté du dommage. Enfin, il est a considérer le
systtme Conyza bonariensis, pour voir s’il y a résistance croisée entre stress oxydatif di au
paraquat et stress oxydatif dfi a I’ozone. Les parameétres biochimiques des espéces sensible et
résistante au parquat ont été évalués suite a une réponse die a I’ozone.

iv) La phase ultime de la recherche est dévolue a considérer les possibles applications de nos
études a la stratégie de bio monitorage. En d’autres termes, nous avons voulu considérer si les
parametres biochimiques recherchés, puissent étre utilisés en champ pour individualiser des
situations en début de stress dii a ’ozone, avant qu’il ne se manifestat macroscopiquement le
dommage. Certaines plantes sensibles & 1’ozone sont actuellement employées au niveau
expérimental pour la stratégie de bio monitorage, pour évaluer le dommage biologique des
concentrations d’ozone présentes dans les agglomérations urbaines et les aires
métropolitaines. Les études actuelles se basent exclusivement sur des données
morphologiques et anatomo-pathologiques ; I’application de nos méthodes a des stratégies de
bio monitorage s’accorderait a une évaluation du stress en termes plus strictement quantitatifs,
qui utilisent des parametres biochimiques précis, ainsi pourrait permettre une détermination
plus pointue, a une évaluation de I’entiereté de la pollution atmosphérique et de la possible
interaction entre les divers agents toxiques.
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MATERIEL ET METHODE

9. Modéle expérimental pour la réponse a I’ozone de Phaseolus
vulgaris: germination et fumigation

Les semences de haricot (vulgaire, cv. pinto, ozone sensible ; cv. groffi, ozone résistant), ont
été mises a germer dans une serre pour 10-15 jours, de ce fait ont rejoint le stade de rosette.
Cette exposition a I’ozone a 120 ppb a été réalisée, pendant 4 h. cfr exposition suivante.

Fig.9: Représentation schématique de I'installation utilisée pour le traitement des plantes avec 1'O; (I = cellule de Bertini; 2
= aspirateur d’air Aeron; 3 = chambre de fumigation en Perspex; 4 = générateur d’O; Fisher; 5 = bombonne d’0O;; 6 =
analysateur Monitor LABS 8810; 7 = enregistreur sur papier LKB; 8 = unité centrale d’acquisition de données)
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10. Modele expérimental pour la réponse a 1’0zone de Conyza
bonariensis : germination, exposition a I’ozone traitement au
paraquat

Les semences de Conyza bonariensis (c.v ozone sensible e c.v ozone résistant), ont été mises
en germination dans une serre pour deux (2) mois. A cet dge, les plantes ont le stade de
rosette. Le traitement avec ’herbicide, le paraquat a été effectué utilisant une concentration de
0,001%. Le paraquat a été pulvérisé sur les feuilles ou bien distribué avec un pinceau.

L’exposition des plantes & 1’03 pour des temps bréfs (Sh), a la dose de 200 ppb ou des
périodes longues (si non 15 jours) a été effectué dans un environnement complétement
contrdlé, afin d’opérer de manicre répétitive et reproductible. Pour cet objectif, il a été utilisé
I’installation de fumigation localisée prés de San Grado de la Section de Pathologie Végétale
du Département de Cultures et de Défense des Especes Ligneuses de 1’Université de Pise.
Ceci est constitué d’une cellule climatique (Bertagin), les quelles dimensions utiles sont 2.70
x 290 x 2.00 m, & lintérieur de laquelle les parameétres environnementaux (lumiere,
température et U.V) ont été maintenus a des valeurs choisies, a travers les systémes
automatiques de contréle. Une boite en Perspex (dimensions: 1.30 x 0.75 x 1.00), se trouve
dans cette dite cellule, ventilée de fagon continue avec 1’air, provenant de cette cellule, en
immersion en flux continu de renouvellement total, capable de garantir deux changements
d’air a la minute au préalable en filtration sur carbone actif. L’entrée de ’air dans la boite, a
travers 5 ouvertures (0.05 m de diamétre), réalisées sur un de c6tés mineurs grice a la
présence d’une lame de Perspex, ainsi trouée, qui rompt les filets d’air & 1’entrée, assurant
ainsi une homogénéisation satisfaisante. A chaque renouvellement, 1’air est ainsi aspiré a
travers un trou (0.1 m de diametre) réalisé dans le c6té opposé a celui de I’entrée, filtrée et
immergée a I’externe a travers un aspirateur-dépurateur (Maczero Toxigas 900, Areon). Le
flux est intercepté, & une distance de 0.4 m du point d’entrée de la chambre, par un tube en
téflon (0.005 m de diametre), qui convoie 1’03 a intérieur de la chambre, permettant un
mélange adéquat avec la masse d’air a ’entrée.

L’ozone est généré a partir de 1’0, pur dans la bonbonne, & travers la décharge
électrique produite par un générateur spécifique (Fisher 500), refroidi par ’air; laquelle
quantité en sortie est fonction de I’intensité de la décharge électrique et du flux d’O; a I’entrée
du générateur. La concentration du polluant & I’intérieur de la chambre est continuellement
mesurée; le mélange air-O3, échantillonné par I’'intermédiaire d’un tube en téflon, installé a la
hauteur de la plante, et est convoyé a un analysateur automatique (mod. 8810 Monitor Labs),
fonctionnant sur la base du principe de I’absorption de la lumiére U.V. L’analysateur est
connecté a un enregistreur sur papier 3 deux traces (LKB Mod. 2210) et a un systéme
d’ordinateur basé sur un PC, doté d’un software spécifique. Dans la Fig.9 est représenté
schématiquement le systéme décrit.

Les fumigations ont été réalisées & 20+1°C de température, 85+5% de UR, radiation
photosynthétiquement active (PAR: A= 400-7007m) 500x molm™s™.
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Les plantes préecédemment sélectionnées ont €t¢ installées dans une cellule climatique,
au moins 48h avant la fumigation, pour permettre [’adaptation aux conditions climatiques
fixées par I’expérimentation. Une fois passée cette période, lesquelles plantes soumises au
traitement sont disposées, de maniere al€atoire suivant la thése de leur appartenance, a
Iintérieur de la boite sur un lit de perlite humide. Le matériel de contréle est maintenu dans
les mémes conditions, a ’exclusion du traitement au polluant, & 'intérieur de la cellule
climatique.

11. Modéle expérimental pour la réponse a ’ozone d’Arabidopsis
thaliana: germination et exposition a 1’ozone

Le matériel utilisé est Arabidopsis thaliana ozone résistant Columbia (Col-0) et ozone
sensible, un mutant (ozs2).Ces souches ont été sélectionnées dans le Laboratoire de Professeur
Jaakko KANGASJARVI a Helsinki en Finlande, a I'Institut de Biotechnologie dans le
Département de Biosciences, Division de Génétique a Viiki Biocentre.

Les semences sont mises en germination, en meélangeant les composantes tourbe: terre:
vermiculite, dans un rapport 1 : 1: 1, tous ensemble dans un contenant. Ces semences sont
baignées au dessus, aprés étre mises dans le milieu et ensuite surmontées d’un couvercle en
plastique pour empécher I’évaporation durant la phase de germination.

Cette stratification a lieu dans I’obscurité en un lieu a 4 °C durant 3-5 jours.

Apres cette stratification, les semences sont déplacées dans les chambres de croissance,
période considérée comme premier jour pour évaluer 1’dge des plantes.

Les chambres de croissance donnent les conditions de croissance standard selon le
programme suivant: température 23 /18 °C cycle jour/nuit; humidité relative (valeur
moyenne) 67% de jour/92% de nuit ; 12 heures de photopériode (la lumiére commence a 6:30
et nécessite 30 minutes pour arriver a 100%, puis & 19:00, 1a lumiére diminue et arrive a 0% a
19:30) 100% d’illumination sont 250 a 300 microEisteins, pour nos conditions. Les chambres
sont en air filtré et que les plantes croissent sans ozone, jusqu’a la fumigation.

Les semences sont mises initialement en densit¢é moyenne (a peu prés 200-300 semences
disposées si possible dans des contenants de dimensions 30 cm x 30 cm, remplis de terreau a
la hauteur de 10 cm. Les semences sont laissées a germer et croitre pour presque 1-1.5
semaines, jusqu’a étre suffisamment grandes, ensuite transférées (le plus tot est le mieux selon
I’expérience); puis les plantes sont transférées a raison de 5 dans chaque pot & germination de
dimension 9 cm x 9 cm. Ces plantes sont arrosées suffisamment et couvertes avec du
plastique pour quelques jours, aprés leur transfert. Les plantes sont mises a croitre dans des
chambres jusqu’a I’exposition 3 ’ozone. Elles sont ainsi exposées & I’ozone au 21°™ jour
(trois semaines de vieillesse). La sensibilité des plantes a 1’ozone a été testée en fonction de
I’age, seulement avec les plantes jeunes (plantes qui ont 10, 14 et 24 jours d’age), par
conséquent il n y a aucune différence a la sensibilité a I'ozone a cet age. Il pourrait étre
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possible d’utiliser les plantes jeunes en cas d’urgence. Quoiqu’il serait conseillé de respecter
les conditions (21 jours de vieillesse), en tout €tat de cause. Ainsi, 1l faudrait étre attentif de ne
pas utiliser les plantes trop vieilles. Les mutants ozs2 ont la caractéristique de fleurir tot et
d’étre sénescent prématurément 25-28 jours a peu pres (une semaine avant la souche Col-0).
Apres le stade de rosette des feuilles, la sénescence avance rapidement (ce qui signifie que le
métabolisme de I’éthyléne sera fortement altéré).

Les plantes sélectionnées sont exposées a 1’ozone 300 ppb, durant 8h de 9:00 a 17:00.

12. Préparation des extraits végétaux de Phaseolus vulgaris, Conyza
bonariensis, Arabidopsis thaliana

Les feuilles fraiches ou décongelées (congelées dans I’azote liquide), sont pesées, taillées en
morceaux et ensuite lavées a I’eau distillé. Nous avons utilisé un rapport de 1gr de feuille
pour 5 ml de solution de tampon 66 Mm K-phosphate (pH 7.00) avec 100 Mm NaCl suivant
la méthode de (Castillo et al. 1986) a 4°C. Les feuilles dans la solution sont homogénéisées
avec I’Omnimixer TURAX & la vitesse de 8000 tours/mn durant 1mn. La solution
homogénéisée a été filtrée a travers Miracloth (Calbiochem). La filtration est centrifugée avec
le Rotor Beckman J2HS a la vélocité de 1 000 tours/min pour 10 min, a la température de 4
°C. Le surnageant est utilisé pour mesurer des activités enzymatiques.

Comme le matériel d’Arabidopsis thaliana est tres petit, on a utilis€é une autre méthode
d’extraction des protéines.

En effet, les feuilles décongelées (conservées dans 1’azote liquide a -70°C), sont pesées. On
utilise un rapport de 1gr de feuille pour 3 ml de solution tampon 0.2 M Tris-HCI (pH 7.00),
contenant 7.5% de PVPP polyvinylpirolidone (w/v) (See et al. 1992 II et IV). Le matériel est
broyé dans un mortier avec un pilon, contenant du sable de mer stérilisé (aidant la rupture des
cellules). Tout est mis dans un contenant avec de I’azote liquide a 4°C. La solution
homogeénéisée est centrifugée pour 10 min a la vitesse de 1 000 tours/min. Le surnageant est
utilisé pour la détermination de 1’activité ascorbate péroxydasique.

La détermination de la concentration des protéines solubles présentes dans 1’extrait cellulaire
est effectuée en utilisant la réaction quantitative, se faisant avec le Bleu de Coomassie.
Interagissant avec les protéines avec des modalités encore pas du tout élucidées, cette
substance vire du brun au bleu, formant un complexe avec un pic d’absorption a 595 nm.
Dans certaines limites de relation, il y a une linéarité entre la résultante de 1’augmentation de
1’absorbance et de la concentration protéique.

Le protocole suivi est décrit par (Bradford 1976).

Pour la préparation du réactif 100 mg de bleu brillant de Coomassie G250 sont dissous dans
50 ml d’éthanol 95%. A cette solution, sont ajoutés avec précision 100 ml d’acide
ortophosphorique 85% (p/v), en maintenant une faible agitation. Aprés avoir porté le volume
a 1 litre avec de I’eau distillée, la préparation, ainsi filtrée avec le papier Whatmann. Le
mélange, ainsi obtenu peut étre conservé a la température ambiante pour longtemps, utilisable.
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Autrement, on pourrait aussi utiliser des solutions qui se trouvent dans le commerce
(concentré d’essai de réactif de colorant de protéine Bio-rad 450 ue cat: 500-006)

13. Mesures spectrophotométriques des concentrations protéiques

A des portions d’aliquotes d’échantillon dont on veut déterminer la concentration protéique de
volume compris entre 2 et 50 pl, on y ajoute 1 ml de mélange colorimétrique. Apres au moins
15 minutes a température ambiante, I’augmentation de 1’absorbance a 595 nm est mesurée au
spectrophotométre avec le témoin constitué de 1 ml de mélange colorimétrique a qui on ajoute
un égal volume d’eau distillée ou du tampon, dans lequel la préparation est dissoute. La
concentration des protéines est ainsi calculée par la moyenne de 1’absorbance, pour un des
divers échantillons sur la base d’une droite d’étalonnage construite, en procédant de la méme
maniére avec des portions aliquotes de solution 0.5 mg ml” de sérum albumine de bovin
(BSA) contenant 0-5-10-15-20-30-40-60-80-100 ug de protéine.

Le schéma des opérations est le suivant:

Prendre 3 ml de solution Bio-rad pur;

Ajouter 12 ml d’eau distillée ;

Ainsi nous avons fait une dilution 1/5 ;

Filtrer et mettre 800 ul de ce mélange dilué dans chaque cuvette de plastique, suivant
ce tableau du dessous Tab.1

5. Lire I’absorbance a la longueur d’onde 595 nm aprés 15 min. au spectrophotometre

'.bb)t\)v—ﬂ

Varyan Cary3.
BSA (ng) 5 10 15 20 30 40 60 80 100
BSA (u]) 10 20 30 40 60 80 120 160 200
dH20 (ul) | 190 180 170 160 140 120 80 40 0
Bio-rad (pl | 800 800 800 800 800 800 800 800 800

14. Détermination de ’activité de la SOD, utilisant le cytochrome ¢ et la
xanthine oxydase

L’anion O, un produit provenant de la réduction du dioxygéne, serait une menace pour les
cellules vivantes, s’il n’était éliminé par les super oxydases (EC 1.15.1.1). Cette famille des
métallo enzymes contenant le cuivre et le zinc (Mc Cord, J.M., et Fridovich, 1. 1969) ou le
manganese (Keele, B.B, Jr.,Mc Cord, J.M et Fridovich, 1970) ou le fer (Yost, F.J, Jr., et
Fridovich, 1. 1972), catalyse la conversion de O, en H,O; + O, réaction qui a lieu & une
vitesse qui s’approche 2 la limite de la diffusion. La littérature dédiée a ces enzymes se
développe rapidement et est revue a intervalles de temps fréquents (Fridovich, 1.1972,
Fridovich, I 1986). Beaucoup de chercheurs se sont intéressés a I’activité de la SOD et c’est
pourquoi tant d’essais variés ont été expérimentés pour démontrer I’importance d’un tel
enzyme (Claucy R.M, Dahinden, C.A., et Hugli, T.E. 1984).
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Malheureusement, il y a des problémes apparemment qui altérent les résultats de ces essais.
Dongc, 1l sera nécessaire d’examiner avec plus de précaution. Nous utiliserons 1’essai basé sur
la réduction du cytochrome ¢ par la xanthine.

L’essai sur lequel, est réalisée 1’activité de la SOD, utilise la réaction de la xanthine oxydase
comme source de Oy, avec le cytochrome ¢, comme I’indicateur d’élimination de ce radical.
Dans cet essai qui continue a étre utilis€ amplement, la SOD fait la compétition avec le
cytochrome ¢ par le flux de O,".

Définition : Une unité de SOD a été définie comme la quantité d’enzyme impliquée
dans P’inhibition de 50% sur la vitesse initiale de la réduction du cytochrome ¢ dans les
conditions suivantes:

50 mM Kpi, 0.1 Mm EDTA, 50 mM ferricytochrome, et suffisamment de XO (~ 6nM), pour
provoquer AAssp= 0.025/min, & un pH 7.80 et 4 la température de 25 °C, dans un volume
total de réaction de 3ml.

La compétition par ’O™ est au centre de cet essai. La SOD entre en compétition avec le
cytochrome ¢, cependant que les deux compétassent avec la réaction de dismutation
spontanée. N’importe quoi pourrait changer 1’équilibre de cette compétition, par conséquent
modifier le résultat de cet essai. Dans le commerce, le ferricytochrome ¢ disponible,
habituellement contient 5-20% de la forme ferro. Pour cela il serait impératif d’établir la
concentration requise de ferrocytochrome ¢, du stock de solution. Ceci peut étre réalisé
facilement, en utilisant le dithionite, comme réducteur en conjugaison avec des coefficients
d’extinction molaire pour les formes ferri et ferro (Massey, V. 1959). Les échantillons qui
contiennent une grande quantité de cytochrome c, dans la forme ferro pourraient étre oxydés
avec le ferricyanure et ensuite dialysés, avant leur utilisation. Ainsi, est demandée d’une
certaine maniere la concentration de ferricytochrome ¢, égale a 10 uM dans le mélange.

Parfois, le cytochrome ¢, est pollué avec la SOD. Quand, une telle chose arrive, ¢’est dii 4 la
présence de Cu, ZnSOD inhibé par le CN’, I’adjonction de 1 mM de CN au mélange de
I’essai, diminuerait considérablement I’effet de la SOD endogéne et provoquerait une
augmentation dans la vitesse de réduction du cytochrome c. Ceci serait le diagnostic de la
contamination avec la SOD. Comme le poids moléculaire du cytochrome ¢ (~12.500), et du
Cu, ZnSOD (~32 .000) sont différents, ce probléme serait résolu avec la purification du
cytochrome ¢, a I’aide de la chromatographie sur gel de perméabilité.

Les XO provenant du commerce sont éventuellement pollués par les lactopéroxydases, qui
peuvent catalyser I’oxydation du ferrocytochrome ¢ par H,O,. Ceci, induirait une diminution
progressive de la vitesse d’accumulation du ferrocytochrome ¢, cependant du H;0,
s’accumule dans le mélange de 1’essai. L’adjonction des catalases pour empécher
I’accumulation de H,0, pourrait &tre une solution d’un tel probléme, mais la catalase utilisée
devrait étre libre de toute la contamination de la part de la SOD (Halliwell, B. 1973).

La xanthine oxydase native ne réduit pas directement le cytochrome ¢, mais le fait seulement
a travers I’action d’un médiateur de transfert électronique. Quand 1’0, est seulement ’unique
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accepteur d’électrons présents, dans le cas ou 1’0, fait liaison dans la réduction du
cytochrome ¢ et les 100 % de cette réaction seraient inhibés par la SOD. Les quinones et
certains colorants peuvent étre aussi des médiateurs du transfert d’électrons de la XO jusqu’au
cytochrome ¢ (Mc Cord, J.M,, et Fridovitch, I. 1970) et de tels composants peuvent étre dans
des extraits crus a essayer ou les inhibiteurs putatifs de la SOD sont testés. Dans le cas de la
présence de tels composants, une partie de la réduction du cytochrome ¢ pourrait étre due aux
quinones, par ce que toute la réduction ne serait faite par la SOD.

La déflavination de la XO est aussi une autre source d’erreur. Pour cela la deflavo XO peut
réduire le cytochrome ¢ directement, ceci aussi dans les rigoureuses conditions d’anaérobie.
Congeler et décongeler répétitivement ou exposer a des concentrations élevées de sel peuvent
enlever a la XO, sa FAD (Komai, H., Brady F. O. Rajogopalan, K. V., et Handler, P. 1972).
La XO préparée suivant (Waud et al. 1975) est initialement libre de la forme deflavo, peut
aussi étre testée ainsi de suite durant le dépot prolongé, pour assurer si la réduction de tout le
cytochrome ¢, qui soit catalysée pourrait étre inhibé par la SOD.

De toutes les fagons, la SOD se signale par sa présence a inhiber la réduction du cytochrome ¢
par la XO, parce que quelque chose qui inhiberait directement la XO peut étre confondue a la
SOD. Ceci, serait un piége seraient tombés beaucoup de chercheurs. Un cas survient quand le
NaF est utilisé pour ajuster la force ionique des essais de la SOD (de Freitas, D. M, et
Valentine, J.S.1962). NaF impose une inhibition progressive de la réduction du cytochrome ¢
par la XO. C’est ainsi que d’autres sels puissent avoir le méme effet que la XO, comme par
exemple NaClO4, NaNO; etc. En antithése avec la SOD, il n y a aucun effet sur la réaction
avec la XO.

Le Tris inhibe faiblement la réduction du cytochrome ¢ par la xanthine oxydase (Fridovich. I,
et Hander, P. 1962) et puis ont été établis des problémes de ce genre avec des tampons
contenant des autres amines.

Le cytochrome c¢ est chargé positivement a pH 7.80, cependant la Cu, ZnSOD bovine est
chargée négativement au méme pH et a un groupement (cluster) de charge négative, dans la
région du site actif. (Getzoff, E.D., Tainer, J.A. Weimer, P.K., Kollman, P.A. Richardson,
J.S., et Anderson; D.C 1983, Klappen, 1. Hagstrom, R., Fine, R.,Sharp, K., et Anderson; D.C
1983, Klappen, 1., Hagstrom, R., Fine, R., Sharp, K.,et Honig, B. 1986). De conséquence, la
réaction d’O;’, avec a la fois ces protéines, est facilitée par des champs électrostatiques. En
cas d’augmentation de la force ionique, la réaction n’a pas lieu. (Cudd, A.et Fridovich, 1.
1982). Les effets parlleles de la force ionique sur les réactions d’O;” avec le cytochrome c et
aussi avec la Cu, CuSOD bovine et la compétition entre ces protéines avec I’O;, tend &
minimiser les effets de la force ionique de I’essai. Cependant, ces effets ne sont pas
semblables pour les SOD d’origines diverses, qui pourraient avoir des points isoélectriques
différents, dépendant du pH. De ce fait, les effets latents de la concentration de sel dans cet
essai devraient étre toujours tenus en nette considération.

Un artéfact indéfim est crée par les composants qui peuvent réagir avec 1’0, fournissant des
produits qui pourraient a leur tour, réduire le cytochrome c. De tels composants auraient des
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effets & se substituer a ’0O,, qui devrait étre éliminé par la SOD, pendant que ceux ci
resteraient les mémes. Par conséquent, ces composants ne changent pas la vitesse de réduction
du cytochrome ¢ dans la réaction avec la XO, mais facilitent la réduction moins sensible a
I’inhibition par la SOD. Ainsi, la SOD semble moins efficiente quand de tels composants
seraient présents, montrant I’impression d’inhiber la SOD. L’acide palmoique a été identifié
comme un tel inhibiteur et a été découvert d’influencer ’essai, mais n’avait aucun effet sur la
SOD. Des lors, le palmoate est oxydé par 1’0, en un produit qui pourrait a son tour réduire le
cytochrome ¢ (Hassan, H.M, Dougherty. H et Fridovich, 1. 1980). Les chinones qui pourraient
étre réduits par 1’0, en semi-chinones, ayant la capacité de réduire le cytochrome ¢, qui
montreraient ainsi ces effets (Buttler, J., et Hoey, B.M. 1986, Wintesbourn, C.C.1982).

L’activité de la SOD est mesurée au spectrophotomeétre a2 550 nm durant 5 min, utilisant la
méthode de la Xanthine oxydase-Cytochrome ¢ de Mc Cord, JM Fridovich (Mc Cord JM and
Fridovich 1.1969). L’essai a été réalisé & 25°C dans 1 ml de tampon phosphate (pH 7.80 ; 50
mM K,;HPO,+ mM KH,PO,) ; 30 10°M Cytochrome ¢ ; 0.1mM EDTA et 0.15 mM Xanthine
(qui se dissout dans un peu de NaOH). On y ajoute des doses croissantes d’extraits protéiques
successivement : 5 ul, 10 ul etc. et voyons pour quelle dose, nous avons 50% d’inhibition. La
cuvette se colore en rose.

14.1 Détermination de Pactivité de 1a POD

Le terme de peroxydase (POD), dans sa signification la plus ample, inclue un groupe
d’enzymes spécifiques comme la NAD-POD, les POD des acides gras, la cytochrome-POD,
I’Iodure-POD, comme ainsi les enzymes non spécifiques de diverses origines, qui sont
simplement connus comme POD (donateur : H,O,-oxydoréductase, EC 1.11.1.7).

Les POD catalysent la déshydrogénation d’un grand nombre de composés aromatiques
comme les phénols, les hydro quinones e les amino hydroquinones, et ceux dérivés de la
benzidine. En particulier, le 2-crésol, le gaiacol, le pyrogallol, I’acide homovanillique, ’hydro
quinone, la 1,2 e la 1,4-phényle di amine, le vert de leuco malachite, le 2,6 dichloro phényl
indo phénol, le 4,4’-diamine di phényle amine, le propionyl (J.Piitter 1977), la benzidine, I’o-
toluidine, la di-o-anisidine et ses dérivés.

Les POD (EC 1.11.1.7) sont des hémes-protéines, parmi peu d’exception ; la réaction normale
des péroxydases consiste dans le transfert de I’hydrogéne ou des €lectrons du donateur vers le
HzOz.

Les POD peuvent agir comme oxydases :
SH; + 02— S+ Hy0;
Ou bien comme des mono oxygénases :
S-H+ 0, + NADPH- S-O-H + NADP" + OH,

C’est possible I’introduction indirecte d’un atome d’oxygene a ’intérieur d’une molécule de
substrat (J. Pitter 1977). D’autre part, les réactions péroxydasiques pourraient étre catalysées
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par les catalases avec certains substrats, par ex., les phénols, les alcools et quelques composés
inorganiques ; comme 1’hémoglobine et quelques produits de crise de nerf qui réagissent avec
les substrats typiques de la POD. Finalement, dans certains cas des oxydases, la POD pourrait
utiliser le H,0,, comme source d’oxygeéne. Pourtant, dans les réactions classiques des POD,
la spécificité du donateur d’hydrogéne est trés basse, par contre est plutdt élevée la spécificité
pour le péroxyde. Il semble que, excepté le H,O,, les seuls composants qui portent le groupe
- OH, par ex. I’acétyle, le méthyle et 1’éthyle hydro peroxyde, pourraient servir de substrats.

1. Les héme-protéine POD, se trouvent dans les animaux, dans les plantes supérieures,
comme le raifort, I’ananas, le figuier, la patate, les 1égumes, dans les racines du blé et
du tabac, dans les levures, les champignons et les bacténies. Une des POD, mieux
étudiée, est celle du raifort. Chez les mammiféres, les POD se rencontrent dans les
leucocytes, dans le lait, le foie, la rate, I’'utérus, dans les glandes salivaires, la paroi
intestinale, dans les poumons etc.. Ces péroxydases sont aussi trouvées dans le
cytoplasme des cellules des mammifeéres, dans les mitochondries, des microsomes et
probablement (J Pitter 1979).

La réaction de la POD consiste en deux stades suivants, chacun implique un atome de H ou un
électron. On ne peut pas formuler une équation de la réaction générale catalysée par la POD,
parce que le parcours de la réaction dépend du type de substrat. Dans le cas le plus simple, la
méme molécule serait ’hydrogeéne donateur (DH;), pour 'un et ’autre des deux stades. Par
conséquent, 1’équation de la réaction globale serait habituellement :

H,0;+ DH,—» 2H,0+D
Dans plusieurs cas, I’intermédiaire DH; est en général mesurable.

Souvent les radicaux intermédiaires induisent des réactions secondaires. L’oxydation
péroxydative du gaiacol, le substrat typique de la POD (J Pitter 1977), détermine quelques
problémes, parce que plus d’un composant résulte de la déshydrogénation (H. Booth, B.C.
Saunders.1956). Dans le cas de I’ABTS, la soustraction d’un électron donne un produit final
stable (voir apres).

Les cinétiques des diverses POD ne sont pas uniformes. Généralement, on peut définir une
constante de Michaélis de la H,O, qui est dépendante de la concentration du donneur.
Pourtant, dans le cas de I’A.B.T.S, on peut trouver un Km mesurable qui dépend da la
concentration du donneur, cependant la vitesse est fortement influencée par la variation
dépendante de la concentration du H>O,.

Principalement, 1’activité de la POD pourrait étre déterminée par la diminution de H,O; de
I’hydrogéne donneur, ou de la formation du composé oxydé. Surtout si la troisiéme méthode
a été appliquée et que les substrats variés ont été utilisés. Des valeurs validées ont été
obtenues avec le di-o-anisidine, mais I’usage de ce composé est limité a cause de son potentiel
d’action carcinogénique. Ensuite le gafacol est requis comme substrat, toutefois une
incertitude existait a propos du produit de la réaction (J Pitter 1975). Une nouvelle substance
originalement introduite par la détermination du glucose sérique, P’acide 2,2’-azino-di-[ 3-
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éthyl-benzotiazoline (6)-sulfonique)} (K. Gawehn, H. Wielinger, W. Werner 1970), donne
de bons résultats dans la détermination de la POD et de I’ H,O, (J Pitter 1975, W.Wemer, H.-
G.Grey, H.Wielinger 1974, H.Gallati 1979).

Les hormones puissent quelques fois influencer in vivo I’activité des POD, spécialement dans
les tissus hormono-dépendantes ; certains produits médicaux peuvent diminuer leur activité.
Dans quelques cas d’empoisonnement, on observe une diminution de 1’activité de cette
enzyme. D’habitude, les tumeurs malignes ont une activité de la POD plus basse que dans les
tissus sains. Le cyanure inhibe toutes les activités POD ; cette inhibition pourrait étre utilisée
pour identifier une " vraie" activité de la POD.

Selon cette équation, Fig.10 il se forme un radical cationique (ABTS"), stabilisé par
résonnance (W.Wemer, H.-G.Grey H. Wielinger1970, K. Beker. 1974), si on utilise un exces
de substrat. Dans d’autres conditions, (pH bas, exceés de H,0,), la réaction pourrait se dérouler
en formant un di-cation ; la quantité d’ABTS” serait ainsi proportionnelle 4 la disparition de
H,0,, (R. Becker 1974). 11 a été établi que la vitesse de la réaction se différencie parmi les
différents donneurs. Cependant I’expression de I’activité de la POD en termes de pmole de
substrats convertis par unité de temps ne devrait pas étre généralisée : mais n’est validée que
dans un cas particulier de conditions optimales.

Les conditions optimales des mesures d’activité de POD (R. Becker 1974).

La concentration du substrat 4 pH 6.00 en présence de 2x10™ moles d’ABTS par litre, la Km
pour la H,0, est de 3.3x 10 moles/l, avec10™ moles de H,0, la Km de ABTS est 3.65x107
moles/l. Dés lors dans les conditions de I’essai, la saturation avec ABTS ne pourrait pas se
réaliser. Toutefois avec la concentration de 2x10moles/l, la diminution de la concentration
durant le temps de réaction est prés petite, pour étre négligée, parce que la réaction devrait
étre considérée avoir une allure linéaire. Dans les conditions de concentration de H,O; plus
élevées égales 3 10~ moles par litre, I’activité enzymatique pourrait &tre influencée.
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La POD de raifort et les POD des mammiferes, comme les POD du lait, se différencient pour
leur pH optimal. Le pH 6.00 est requis, parce que la POD du raifort et celle du lait pourraient
étre mesurée avec de bons résultats.

La température de 25° est bonne pour la POD du raifort, comme pour celle du lait ; les
facteurs de conversion de la température ne pourraient pas étre des données en général, par ce
que les POD d’origines diverses se différencient par rapport a cela.

Durant I’évolution de la réaction, il se passe une certaine décroissance dans I’activité
enzymatique, qui résulte étre dans les temps requis (Smin), moins de 5%. L’absorbance
optimale de PABTS" a 420 nm ; des mesures 4 405 nm sont nécessaires de fagon a pouvoir
utiliser des spectrophotomeétres ordinaires. Le spectrophotomeétre ou le photometre a ligne
spectrale capable de mesures exactes a 405 nm de préférence équipée d’une cuvette
thermostatique, d’un bain Marie, d’un enregistreur et d’un chronometre a déclencheur.

La pureté des réactifs, I’ABTS et la H,O,, ne devraient pas contenir de métaux lourds. Seul
I’ABTS, hautement purifi¢ nécessiterait a étre utiliser. Aussi la POD ne devrait pas contenir
des catalases.

Toutes les solutions sont préparées avec de ’eau déionisée.

1. Solution de ABTS (2.10-2 mole/l) : dissoudre 1.1 gr d’ABTS (sel de diammonnium) dans
100 ml d’eau contenant 0.067 mole/l de phosphate buffer a pH 6.00 (Sorensen ; 0.144gr
Na,HPO,.2H,0 + 0.798 gr KH,PO,4 dans 100 ml d’eau).

2. H,0, (107 mole) : diluer une solution commerciale a peu prés de 10 mole/l pour obtenir
une solution 0.1 mole/l. Faire la titration de ce stock de solution avec une solution de KMnQO,
et puis diluer jusqu’a obtenir 102 mole/1 (la solution de KMnO#4 est titrée une fois la semaine
avec I’acide oxalique.

3. POD (pour le but de la calibration) : dissoudre la POD lyophilisée extraite des racines de
raifort de haute pureté (a peu prés 250 U/mg) dans du tampon phosphate a différentes
concentrations (voir solution 1).

La stabilité des solutions: la solution de ABTS, dissoute est oxydée lentement a la
température du laboratoire en présence d’oxygéne. Essentiellement, aucune croissance de
I’absorption n’advienne durant une période de 10 heures.

La solution de H,O;: solution diluée devrait étre préparée quotidiennement a partir de la
solution de stock. Ceci devrait &tre controlé a travers la titration une fois la semaine.

Les solutions de POD : la POD de raifort perd 10% de son activité journaliére en chambre et a
la température de (20 °C) ou a 3°C ; parce que, les solutions standard devraient étre préparées
avant chaque essai. Des pertes d’activité sont enregistrées dans la POD du lait de commerce,
durant 1 heure de dépot a 20°C, pour une valeur de 20 % ; toutefois a 3 °C, la stabilité
pourrait étre améliorée. La solution de POD des mammiferes devrait étre conservée a 0-4°C
et a tester au plutot.
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La méthode de récolte dépend du type de maténel. Le sang devrait étre libéré des
organes des animaux d’expérience. Les fluides ne requieérent aucun traitement particulier. Les
tissus sont homogénéisés dans un tampon phosphate & pH 6.00, avec une homogénéisation
Potter Elvehjem. 11 faut se référer aux méthodes appropriées pour la détermination des
fractions cellulaires particuli¢res (cf. Vol. II, Chapitre 1.2.2.4, p.38). En ce qui conceme les
suspensions des particules subcellulaires (cf. Vol. II, Chapitre 1.2. 3, p.49), elles pourraient
étre ajoutées directement dans la cuvette. Tous les échantillons ont été dilués avec précaution
avec le tampon phosphate a pH 6.00.

Cette opération dépend de la situation et du type de POD a tester. De toute fagon, il serait
conseillé d’opérer dans ’intervalle de O - 4°C, durant 1"utilisation et le dépdt de ’enzyme. Si
la stabilité¢ de I’enzyme n’était pas assurée, le test devrait étre réalisé aprés une heure de
récolte de 1’échantillon.

Pour les détails des mesures dans les tissus : la totalité de I’activité de la POD dans les
cellules est quantitativement extraite du tissu, seulement aprés une compléte
homogénéisation, parce que ’enzyme peut rester potenticllement dans toutes les fractions de
cellule (J. Pitter 1979).

La longueur d’onde est de 405 nm, dans une cuvette de 1 ¢cm a un volume finale de
2.4 ml; 25°C (de préférence dans un contenant de cuvette thermostatique). Les mesures sont
réalisées en fonction du témoin (le blanc) contenant I’ABTS et H,0, sans enzyme. Avant de
commencer 1’essai, ajuster les températures des solutions a 25°C.

L’activité des péroxydases totales est suivie au spectrophotometre a 405 nm durant
5min, partant de 1 4 6 min. Le principe est basé sur 1’oxydation du composé ABTS au cation
ABTS® de la part du H,O, de (J.Pitter 1979 et Becker 1974), réaction catalysée par la
présence des péroxydases (POD). Le pH de réaction peut varier suivant le type de péroxydase.
L’essai est réalisé a 25°C, dans un milieu de 900 ul de tampon pH: 6.00 (0.114 gr
Na;HPO,.2H,0 + 0.798 gr KH,PO, dans 100 ml H,0,), 100 ul H,0, 10°M, 100 ul ABTS
2mM et presque 20 pl d’extrait protéique. La réaction colorimétrique est verte, avec une
augmentation d’absorbance, qui se déroule de fagon linéaire jusqu’a la valeur de 2.00. De
cette formule on obtient ’activité :

en nkat/l : 537.6 x AA/ AT
en U/L : 32.26 x AA/ AT
ou utilisant € = 1.86 xmM™" x mm™.
14.2 Détermination de Pactivité Gaiacol péroxydase

Beaucoup de chercheurs, par ex. (A.N Bach & R. Chodat 1916) ont remarqué que le gaiacol
est oxydé par le systtme péroxydasique, donnant en premier lieu un composé rouge. (H.
Ucko et H. W.Bansi 1926) ont donné le pH optimum pour la réaction autour de 5-5.2 ;
(B.Chance 1949) a toute fois découvert que la vitesse de la réaction du "composé 11", avec le

40
Doctorat de recherches Sciences de l'environnement, 1998




Cheikh Tidiane DIOP

gaiacol est influencé un peu par le pH dans I'intervalle 3.4 — 5.3. Beaucoup de scientifiques
ont utilisé cette réaction avec le gaiacol, pour étudier la cinétique de ’activité péroxydasique.

Par conséquent, il serait important de faire des investigations avec beaucoup de précaution de
cette réaction souvent utilisée (H. Booth et B.C 1956). Quand cette solution de gaiacol dans
un tampon acétique (pH : 5.00), est traitée avec le peroxyde d’oxygene et la péroxydase, le
produit se colore en rouge brique avec un lustre métallique.

Quand le produit cru est sublimé sous vide, un solide blanc est isolé, cristallisant dans un
solide & couleur unique.

MeO OH HO OMe

Une autre synthése prouve que ce produit est le 2,2’-dihydroxy 3,3 ’métoxybiphényle. Fig.11.
Quand un produit cru oxydé par le gaiacol est réchauffé avec I’anhydride acétique, I’on
obtient dans une poudre de zinc et de 1’acétate de sodium, un solide morbide blanc. De la
sublimation fractionnée, on obtient des cristaux incolores sans 4,4’- diacétoxy-3,3-
dimétoxybiphényl. L’isolement de ce diphényle ayant lieu avec acétylation réductrice du
produit d’oxydation cru, preuve que ce dernier produit contienne le 3,3’- dimétoxydiphénol-
4,4-quinone Fig.2.

MeO OMe

O

La caractéristique couleur rouge brique du produit de 1’oxydation du gaiacol cru est due sans
doute surtout a cette quinone. Le produit cru pourrait ainsi contenir de petites quantités de
I’isomere 3,3’- dimétoxydiphénol-2,2-quinone, aprés une oxydation poussée de
I’hydroxybiphényle.

Le fait que cette oxydation du durénol fourisse un produit incolore serait du aux effets
stériques des quatre groupes o-méthyle. Une oxydation poussée du bi phényle a un di
phénoquinone coloré requerrait ainsi une double liaison a travers les deux anneaux, et ceci
provoquerait ainsi une diminution de la longueur d’onde de la liaison. Un mode¢le a comparé
qu’une telle structure planaire serait invraisemblable.
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L’activité GuaPX (E.C.1.11.1.7) est suivie au spectrophotometre a 470 nm a un temps égal a
3 min, avec une augmentation de 1’absorbance due a la polymérisation du gaiacol dans un
milieu de 50 mM NaH,PO; (pH 6.10); 16 mM Gaiacol ; 2 mM H,O; et 10 ul d’extrait
protéique (Castillo et Greppin 1986). La cuvette se colore en rouge brique.

14.3 Détermination de I’activité de Pascorbate péroxydase
Pour déterminer I’activité de I’ascorbate, il nécessite la préparation des solutions.

1. 0.50 mM d’acide ascorbique ;
2. 0.10 mM HzOz )

3. 1mMdEDTA;

4. 0.1 M de Hepes-KOH. pH : 7.80

Prendre une solution 0.1M, ajoutant de 1’eau distillée a un volume final de 50 ml ;
Ajuster le pH 47.80, avec le KOH ;

Prendre 100 pl de la solution stock de EDTA 0.5M, la mettre dans la de buffer a mélanger a
mélanger ;

Utiliser une solution stock de H,O, 8.82M (30%).

Prendre 10 ul de H;O, 8.82M et mettre dans 8.82 ml d’eau distillée, ainsi on obtient une
solution stock de As. AC 1M ;

Prendre 10 ul de As. Ac 1M et les mettre dans 9.990 d’eau distillée.

L’activité APX : L’oxydation de 1’ascorbate est suivie avec la diminution de 1’absorbance a
290 nm (e = 2.8x mM" x cm™) (Luwe ef al. 1993) durant 10 min (pour les extraits végétaux
de haricot et de conyza) ou 5 min (pour les extraits végétaux d’arabidopsis), dans une solution
de 0.5 ml de buffer Hepes-KOH (pH 7.80) ; 0.1 mM de EDTA ; 0.5 mM d’acide Ascorbique
et presque 20 pl d’extrait protéique de (haricot ou de conyza) ou presque 5 pl d’extrait
protéique de (arabidopsis), dans une cuvette de quartz.

14.4 Détermination de I’activité de la Syringaldazine

Beaucoup d’enzymes sont impliqués dans les processus de lignification (Gross 1980).
Les péroxidases (EC 1.11.17) agissent dans 1’ultime étape de la biosynthese de la lignine, par
exemple dans la polymérisationdes cinamides alcools substitués en présence des péroxides
d’hydrogéne (Harkin et Obst 1973). La formation du péroxyde d’hydrogene de la NADH,
pourrait ainsi se faire par ’entremise des péroxydases des parois cellulaires. (Elstner et
Heupel 1976, Gross ef al. 1977). Des lors, il est d’un certain intérét de déterminer la nature
et les propriétés des iso peroxydases impliquées dans la polymérisation des monomeres de la
lignine.

42
Doctorat de recherches Sciences de l’environnement, 1998




Cheikh Tidiane DIOP

Les péroxydases pourraient étre reconnues avec |’usage simultané des techniques
histochimiques et biochimiques. Dans la premiére étape, on pourrait utiliser un substrat
spécifique des péroxydases, impliquées dans les processus de lignification ou la
syringaldazine (Harkin et Obst 1973), qui a une affinité spéciale pour lignifier les péroxydases
des parois cellulaires (Catesson et al. 1978). Dans I'ultime étape, le développement de
I’activité des péroxydases pourrait étre suivi dans les différents tissus lignifiés durant les
périodes de dormance et de lignification.

L’activité Syr.PX. L’augmentation de 1’absorbance est enregistrée a 530 nm (Pandolfini, T.
Gabrielli, R et Comparini, C. 1992), pour un temps égal & S min dans un milieu de 200 mM
Na-K phosphate (pH 6.00); 2.5 mM H;0,; 2 mM Syringaldazine dissout dans du
méthanol /dioxane : 1v/1v et a peu pres 50 ul d’extrait protéique de haricot.

RESULTATS

15. Recherche des bases moléculaires de la résistance : le haricot Pinto-
Groffi

Nous avons utilisé ce modele pour examiner la réponse différentielle des individus sensibles
et résistants 4 doses subléthales d’ozone. L’étude est basée sur le monitoring de quelques
activités essentielles parmi lesquelles la SOD et les POD dans un arc de temps de 96 heures
successives a I’exposition a I’ozone.

15.1 Activité des péroxydases

Nous avons enregistré un certain nombre d’activités péroxydasiques dans les feuilles
d’haricot exposées a 1’ozone. Précisément, nous avons enregistre :

Péroxydases totales ;
Gaiacol peroxydase ;
Ascorbate péroxydase ;

AN Lo~

Syringaldazine péroxydase ;

Ces activités illustrent différentes fonctions métaboliques des plantes: APX est
principalement une enzyme antioxydante, impliquée dans la cascade de Halliwell-Asada ;
GuPx est responsable du métabolisme des composés phénoliques, SyrPX est impliqué dans
les mécanismes de lignification.

Dans les conditions normales, les activités des péroxydases déterminées apres
I’homogénéisation et I’extraction des protéines, sont comparables dans les cultivars ozone-
résistant et ozone-sensible. La seule exception est I’ascorbate péroxydase : I’activité dans le
cultivar ozone sensible. Dans le cas d’activité des péroxydases, i1l y avait une légere
augmentation enregistrée dans le cultivar ozone tolérant (20-30%) Fig.13A
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Fig. 13A : Activité Péroxydase totale en fonction du temps d’exposition a I’ozone

Tab. 2 : Péroxydase total (AS : Ul / mg)

PX tot Pinto Oh 20h 48h 96h
3.60 4.44 7.72 5.04

3.18 4.92 6.96 5.28

2.94 3.78 7.44 6.06

Controle 2.28 2.35 2.56 3.00
2.40 2.80 2.66 2.70

2.76 2.48 2.55 2.67

Tab. 3 : Péroxydase totale (AS : UI/ mg)

PX tot Groffi Oh 20h 48h 96h
2.52 3.54 3.78 4.14

2.34 3.18 4.02 4.38

2.28 3.06 4.16 4.56

Contrdle 1.56 1.80 1.75 2.10
2.04 1.67 1.86 1.98

1.86 1.76 2.00 1.87

L’exposition a ’0zone pour 4 heures, a 120 ppb, provoque une croissance remarquable de
I"activité des péroxydases dans le cultivar ozone sensible. Cet effet est plutét lent au début, et
rejoint le maximum seulement aprés 48-96 heures. Des variations importantes sont observées
pour SyrPx, GuPx et APx, qui montrent des augmentations jusqu’a 4-6 fois. Au contraire, des

effets assez petits sont observés dans le cultivar ozone tolérant Fig.14A.
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Fig. 13B : Activité Ascorbate péroxydase en fonction temps d’exposition a I’ozone

Tab.4 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg)

APX Pinto Oh 20h 48h 96h
0.018 0.028 0.082 0.226
0.034 0.042 0.075 0.200
0.026 0.035 0.060 0.19
Controle 0.015 0.018 0.030 0.022
0.017 0.014 0.023 0.030
0.021 0.027 0.03 0.028
Tab.5:(AS : Ul / mg)

APX groffi Oh 20h 48h 96h
0.030 0.038 0.048 0.055

0.047 0.051 0.053 0.041
0.043 0.056 0.040 0.047
Controle 0.035 0.028 0.032 0.040
0.030 0.031 0.029 0.037
0.029 0.027 0.025 0.038
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Fig. 13C : Activité Gaiacol péroxydase en fonction du temps d’exposition a I’ozone

Tab.8 : Gaiacol péroxydase (AS : Ul / mg)

GuPx Pinto Oh 20h 48h 96h
1.23 2.37 3.85 4.26
1.12 2.4 3.65 4.00
1.09 2.50 3.60 3.95
Contrdle 0.96 0.89 0.90 0.80
0.91 0.80 0.83 0.93
0.99 0.92 0.87 0.79

Tab.9 : Gaiacol péroxydase (AS : Ul / mg)
GuPx Pinto Oh 20h 48h 96h
0.3 0.59 1.13 1.33
0.28 0.67 1.05 1.20
0.33 0.61 1.24 1.47
Controle 0.26 0.30 0.42 0.36
0.25 0.35 0.36 0.40
0.31 0.28 0.29 0.32
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Fig. 13C: Activité Syringaldazine péroxydase en fonction du temps d’exposition a

1’ozone.

Tab.8 : Syringaldazine péroxydase (AS : Ul / mg)

SyrPx Pinto Oh 20h 48h 96h
0.3 0.59 1.13 1.33

0.28 0.67 1.05 1.20

0.33 0.61 1.24 1.47

Contrdle 0.25 0.30 0.42 0.36
0.25 0.35 0.36 0.40

0.31 0.28 0.29 0.32

Tab.9 : Syringaldazine péroxydase (AS : Ul / mg)

SyrPx Groffi Oh 20h 48h 96h
0.44 0.54 0.58 0.75

0.48 0.47 0.53 0.67

0.30 0.50 045 0.70

Contrble 0.44 0.40 0.38 0.45
0.42 0.39 0.36 0.37

0.36 0.35 0.37 0.32

15.2 Activité de la supéroxyde dismutase
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Fig. 14 : Activité Supéroxyde dismutase en fonction du temps d’exposition a ’ozone

Tab.10: Supéroxyde dismutase (AS: Ul/ mg)

SOD Pinto Oh 20h 48h 96h
26 114 232 175
35 121 230 170
41 110 220 182
Controle 19 23 28 43
25 38 39 37
32 36 37 36

Tab.11: Supéroxyde dismutase (AS: Ul/ mg)

SOD Groffi Oh 20h 48h 96h
45 53 68 62

48 49 58 50

60 62 75 65

Controle 45 52 43 42
46 49 51 49

50 55 53 48

16. Recherche des bases moléculaires de la résistance : Conyza
bonariensis

Le paraquat est un herbicide de contact, non sélectif avec une rapide action
desséchante due au dommage sur la membrane. L’action du paraquat simule un stress de type
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oxydatif. Nous avions voulu cependant établir s’1] pouvait exister une résistance croisée entre
stress dli 4 ’ozone et stress dil au paraquat. En d’autres termes, nous avions voulu établir, si
des individus résistants au paraquat pourraient étre plus résistants a 1’ozone que des individus
sensibles au paraquat. La mise en évidence de résistance croisée pourrait signifier que les
mécanismes biochimiques qui portent & la résistance au paraquat sont capables de réduire la
toxicité a I’ozone ; au niveau moléculaire cette observation cette observation signifierait que
le stress oxydatif dans le cas de ’0zone et du paraquat suivent la méme voie biochimique.

La plante adaptée pour un tel type d’études est Conyza, une plante herbacée dans
laquelle sont notées des espeéces résistantes et sensibles au paraquat. Nous avons pourtant
analysé une série de parameétres biochimiques dans Conyza (précisément les péroxydases
totaux, le gaiacol péroxydase, 1’ascorbate péroxydases et la supéroxyde dismutase), soit suite
a ’exposition au paraquat, qu’a ’ozone. Une analyse macroscopique de la plante exposée au
stress nous a permis encore d’établir que la résistance a I’ozone, indiquant que I’itinéraire
d’envahissement du dommage suite aux deux types de stress est divers. Les résultats de
I’analyse des données biochimiques sont reportés en dessous.

16.1 Activité des péroxydases et de la supéroxyde dismutase dans Conyza aprés
exposition au paraquat ou exposition a I’ozone

Nous avons un certain nombre d’activités péroxydasiques dans les feuilles de Conyza
exposées au paraquat, comme a ’ozone. Sont ainsi enregistrées les activités suivantes :

Péroxydases totales;
Gaiacol peroxydase;
Ascorbate péroxydase;

AW~

Supéroxyde dismutase.
16.2 L.’exposition au paraquat

L’exposition au paraquat détermine une croissance généralisée des différentes activités
analysées, soit dans les espéces sensibles que dans les especes résistantes. La réponse est
assez rapide ; on peut observer une grande part de I’effet final déja a 24 heures entre 50% et
100%. Il n y a pas des différences appréciables dans le comportement de ’espéce sensible et
I’espéce résistante. Les données sont montrées dans les figures Fig. 16,17,18,19 et dans les
tableaux Tab.12,13,14,15,16,17,18,19.

Valeurs d’activités de Supéroxyde dismutase et des péroxydases des feuilles de Conyza
bonariensis traitées au paraquat 0.001%, durant 4h.

Tab.12 : Supéroxyde dismutase

(AS : U/ mg)

SOD résistant Oh 12h 24h 48h

17 19 21.60 22
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16 18 20.90 21
18 20 22.80 23
Contréle 12 13 14 12
13 14 12 14
11 11 10 11
Tab.13: Supéroxyde dismutase
(AS : UI/ mg)
SOD sensible Oh 12h 24h 48h
12.60 13 18 20.80
11.7 12 17 19.60
13.50 14 19 21.50
Controle 11 13 14 15
12 10 12 13
14 12 13 11

Specific Activity (IU/mg protein)
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Fig. 15: Activité Supéroxyde dismutase en fonction du temps d’exposition au paraquat

Tab.14: Péroxydases totales (AS: Ul/ mg)

PODtot résistant Oh 12h 24h 48h
7.35 11.26 11.74 12.02
7.35 11.76 12.30 12.30
6.80 10.68 11.25 11.65

Controle 8.48 7.87 8.80 8.48
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7.45 10 8.45 8.35
8.00 8.00 8.50 8.43
Tab.15: Péroxydases totales (AS: Ul/ mg)
PODtot sensible Oh 12h 24h 48h
10.03 12.47 12.89 13.32
10.49 12.98 13.30 13.81
9.60 12.01 12.50 12.85
Controle 8.2 7.93 8.6 8.83
8.54 7.45 7.89 8.45
7.8 8.7 8.10 8.03
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Fig. 16: Activité des Péroxydase totales en fonction du temps d’exposition au paraquat

Tab.16: Ascorbate péroxydase (AS: Ul/ mg)

APX résistant Oh 12h 24h 48h
0.025 0.022 0.029 0.035
0.020 0.029 0.029 0.029
0.022 0.025 0.025 0.035

Contrdle 0.023 0.017 0.023 0.017
0.018 0.021 0.016 0.020
0.020 0.019 0.019 0.021

Tab.17 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg)

APX sensible Oh 12h 24h 48h
0.016 0.020 0.029 0.028
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0.018 0.020 0.027 0.036
0.011 0.023 0.020 0.025
Controle 0.013 0.016 0.014 0.017
0.011 0.013 0.011 0.016
0.010 0.011 0.012 0.013
0,04
£ 0,035
°
& 0,03
ab
£ 0,025
2
< 0,02
2 0,015
< —t—resistant
L 0,01
5 s sensitive
9 0,005
w
0
Timgr}rom the blezgrgnning of ter'lg fumigatigg '(hours)
APx Paraquat: Conyza bonariensis

Fig. 17: Activité Ascorbate péroxydase en fonction du temps d’exposition au paraquat

Tab.18: Gaiacol péroxydase (AS : Ul / mg)

GuPX résistant Oh 12h 24h 48h
1.66 2.15 2.63 3.06

2.00 2.50 3.00 3.56

1.35 1.80 2.00 2.76

Contrdle 1.10 1.53 1.2 1.34
1.00 1.24 1.15 1.08

0.95 1.45 1.08 1.15

Tab.19: (AS: Ul/ mg)

GuPX sensible Oh 12h 24h 48h
2.45 2.00 2.08 3.82

2.90 2.87 2.68 422

2.00 2.29 2.00 3.52

Controle 0.97 1.35 1.43 1.38
0.85 1.11 1.14 1.20

0.78 1.24 1.55 1.45
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Fig. 18: Activité Gaiacol péroxydase en fonction du temps d’exposition au paraquat.
16.3 L’exposition a ’ozone

L’exposition & 'ozone de Conyza détermine une augmentation généralisée des activités
enzymatiques considérées soit dans I’espéce sensible que dans I’espéce résistante. Le temps
de réponse est légerement plus long que dans le cas du paraquat (particulierement plus long
dans le cas de ’APX). L’augmentation maximale des activités enzymatiques se situe aux
environs de 100%. On observe un certain comportement différentiel entre les espéces dans le
cas de la SOD ; en effet la vaniété résistante développe une réponse significativement majeure
(croissance > 100% dans la résistante ; croissance de 20% dans la sensible) dans des temps
relativement brefs. La réponse a la POD est plus rapide dans la variété sensible que dans la
variété résistante. Les données sont contenues dans la Fig.20 et les Tab. 22, 23.

Les valeurs de I’activité de la Supéroxyde dismutase et des Péroxidases des feuilles de
Conyza bonariensis traitées a ’ozone avec 200 ppb, durant Sh.

Tab. 20: Supéroxyde dismutase (AS: Ul/ mg)

SOD résistant Oh 12h 24h 48h
9.86 18.9 19.27 22
8.66 17.8 18.37 21
Contrdle 10.96 20.9 20.17 23
10 13.7 12.35 10.35
10.5 10.5 12.5 11.6
11 11 12 11.3
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SOD sensible Oh 12h 24h 48h
11.26 13.5 13.96 15.42

10.36 12.4 12.86 14.32

12.16 14.3 14.76 16.22

Contréle 7.8 11.1 13.9 12.7
8.9 12 12.3 12.3

9 11 11.6 11.9

Specific Activity { IlU/mg protein)

20 -

15 -

10 4

0

——resistant

—sensitive

T

12h

24h

Oh
Time from the beginning of the fumigation (hours)

SOD Ozone Conyza bonariensis

Fig. 19: Activité de la Supéroxyde dismutase en fonction du temps d’exposition

I’ozone 200 ppb, Sh.

Tab. 22: Péroxydases totales. (AS: Ul/ mg)

PODtot résistant Oh 12h 24h 48h
8.62 9.37 11.37 16.42

9.13 9.8 11.83 15.8

Contrdle 8.12 8.92 10.80 16.41
8.32 9.64 10.23 13.6

8.34 8.70 10 12.6

8.02 8.24 9.4 11.8
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Tab. 23 : Péroxydases totales. (AS : Ul / mg)
PODtot résistant Oh 12h 24h 48h
8.83 10.72 15.80 11.35
9.43 11.30 15.61 11.92
Contrble 8.40 10.22 14.65 10.32
8.11 9.21 9.44 10.27
8.50 9.00 11.00 10.00
8.00 9.75 10.50 11.00

g e
NOR oo
A 1 1.

Specific Activity IU/mg protein
[
[»]

O N Oy
1

= rosistant

= senisitive

T

H

H 1

Oh _12h 24h 48h
Time from the beginning of the fumigation {(hours)
Pod tot Ozone: Conyza bonariensis

Fig. 20: Activité des Péroxydases totales en fonction du temps d’exposition a ’ozone, 200

ppb, 5h.

Tab. 24: Gaiacol péroxydase (AS: Ul/ mg)

GuPx résistant Oh 12h 24h 48h
2.13 2.08 2.21 3.66

2.40 1.85 2.55 3.95

Contrdle 1.90 2.40 1.95 3.25
2.26 2.37 2.13 2.54

2.50 2.22 2.40 2.00

2.00 1.75 1.85 2.13
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Tab. 25: Gaiacol péroxydase (AS : UI / mg)

GuPX sensible Oh 12h 24h 48h
2.09 2.29 3.11 3.66
2.45 2.50 3.45 3.95
Contrdle 1.80 2.00 2.80 3.25
2.15 2.20 2.52 2.45
1.89 2.00 2.34 2.23
1.80 1.94 2.22 2.12
— 4 ]
[ =
@ 3,5
°
a 3
oo
E o5 |
2
- 2 4
2
% L5 1 ——resistant
< 1 4
& —a—sensitive
S 05
% 0 T T T 1
Time frgrr]n the bééuu]\ning oﬁne fumi%%rt]ion (hours)
Gu.Px Ozone Conyza bonariensis

Fig. 21 : Activité Gaiacol péroxydase en fonction du temps d’exposition a ’ozone, 200
ppb, Sh.

Tab. 26 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg)

APX résistant Oh 12h 24h 48h
0.011 0.01 0.011 0.027
0.013 0.01 0.013 0.029
0.009 0.008 0.009 0.025
Contréle 0.007 0.009 0.003 0.006
0.005 0.007 0.006 0.005
0.008 0.005 0.005 0.004
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Tab. 27 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg)

APX sensible Oh 12h 24h 48h
0.006 0.006 0.013 0.025
0.008 0.012 0.014 0.027
0.004 0.008 0.010 0.023
Contréle 0.008 0.004 0.013 0.007
0.006 0.007 0.003 0.006
0.005 0.006 0.004 0.005
=0,035 -
$
S 0,03 A
Q
%"0,025 .
~
2 0,02 -
.
50,015 -
; 0,01 - —resistant
i
§- 0,00Z - —a—sensitive

Oh 12h 24h 48h
Time from the beginning of the fumigation (hours)

APx Ozone: Conyza bonariensis

Fig. 22 : Activité de I’Ascorbate péroxydase en fonction du temps d’exposition a ’ozone,
200 ppb, Sh.

16.4 Analyse comparée des données de Conyza bonariensis

L’exposition des deux variétés de Conyza aux deux stress (ozone et paraquat) détermine
généralement une augmentation sensible de I’activité enzymatique considérée. A partir du cas
de la SOD, aprés exposition a 1’ozone, ’on ne note pas de différence significative du
comportement de la réponse enzymatique entre les especes sensible et résistante.

Nous savons maintenant que la résistance au paraquat ne procure pas la résistance a
’0zone. Pour I’un et I’autre des deux cultivars, il y a activation enzymatique qui est un indice
de réponse et de souffrance de la plante. Evidemment I’ozone et le paraquat n’utilisent pas les
mémes mécanismes de dommage moléculaire ; ou bien les mécanismes qui protegent du
dommage dii au paraquat ne sont pas aussi efficients eu égard a I’ozone.

Des dommages macroscopiques ont été remarqués sur ’espéce sensible, 24 heures apres la
pulvérisation du paraquat sur les feuilles.
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Nécroses apres 48 heures de traitement au paraquat :concentration utilisée 10 pul dans 100 ml
H,0, + 250 pl Tween 20

Nécroses avec jaunissement des feuilles de Conyza bonariensis apres 48 heures d’exposition
au paraquat.

Sur les photos 1,2 et 3, nous avons noté des nécroses sur 1’espece sensible, aprés 48 heures du
traitement avec le paraquat. La concentration utilisée est de 10 pul dans 100 ml de H,O, +
250ul de Tween 20. La photo 3 représente les plantes résistantes et sensible, apres 4 jours du
traitement avec le paraquat dans les mémes conditions.
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17. Recherche des bases moléculaires de la résistance : Arabidopsis
thaliana

17.1 Activité Ascorbate péroxydase

L’activité de 1’ascorbate péroxydase a été mesurée comme marqueur biochimique
remarquable dans les deux souches d’Arabidopsis thaliana, Col-0, ozone résistant et ozone
sensible ozs2, un des mutants réalisés apres traitement avec le -EMS. De telles mesures ont
été réalisées comme indiquées ci dessous.

La détermination d’activité enzymatique APX dans un mutant d’ Arabidopsis thaliana et dans
une souche sauvage, apres exposition pour une période de 8 heures a 300 ppb.

Les mesures ont été effectuées sur trois échantillons aux temps : Oh, 12h, 24h, 48h, 72h.
Tab.29, Tab.30, Tab.31, Tab.32, et Fig.23.

0,8
3
T 0,7
o
a 0,6
[}
Eo05
=)
£ 04
Z
503
§ 0,2 == Col
% 01 —— (0752
8 ’
0
Oh 8h 12h 24h 48h 72h
Time from the beginning of the fumigation (hours)
APx in Arabidopsis thaliana (Col-O,0zs2), 300 ppb for 8h

Activité de I’ Ascorbate péroxydase (UI/mg) en fonction du temps d’exposition a I’ozone
300 ppb, 8h.

La détermination de I’activité enzymatique APX dans un mutant d’ Arabidopsis thaliana et
dans un type sauvage, apres exposition pour une période de 8 heures, a des doses croissantes
d’ozone (0-300 ppb) (détermination a 24h) Tab.33, Tab.34, Tab.35, Tab.36 et Fig.24.

De telles déterminations ont été effectuées suivant des protocoles rigoureux pour 1’extraction
de ’enzyme, la quantification de protéines totales, la détermination de 1’activité enzymatique,
I’analyse statistique des données expérimentale.

Des résultats obtenus, on note que I’exposition a ’0ozone détermine, pour ’une et 1’autre des
espéces analysées une remarquable augmentation de I’activité APX. L’on peut conclure que
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I’activité APX n’est pas corrélée a la variable sensibilité a ’ozone des deux especes. Les
différents résultats ont été consignés dans les tableaux suivants et les figures indiquées ci-
dessous.

Activité basale ascorbate péroxydase (Ul/mg) dans les feuilles des différentes souches
d’ Arabidopsis thaliana

Tab.28 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg)

Col-0 (résistant) et ozs i, ozs2, ozs3, ozs4 (sensibles).

Col-0 ozsl 0zs2 0zs3 0zs4
0.06 0.04 0.04 0.03 0.02
0.03 0.03 0.04 0.02 0.04
0.06 0.05 0.04 0.04 0.06

Basal activity Apx in 5 Arabidopsis thaliana, (1 wild type Col 0,4 mutants ozs)

o

o

o
§

o

<

wn
1

o
b

Specific activity Arg( {1U/mg protein)
o
w

0,02 -
001 - e S 101
0 H T T T 1
Col-0 ozsl 0252 0253 ozs4

Arabidopsis thaliana (Col-0 and mutants ozs)

Activité basale de ’enzyme APX, mesurée dans Col-0 ; ozs-1 ,0z5-2, 075-3, 075-4
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0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 1 B Sériel
0,01 -
o T T T T
Col-0 ozsl 0252 0zs3 o0zs4
Arabidopsis thaliana (Col-0 and mutants 0zs)
Basal activity Apx in five Arabidopsis thaliana
(one wild type Col-0 and four mutants o0zs)

Tab.29 : Ascorbate péroxydase (AS : UI / mg), 300 ppb, pour 8h.

Col-0 Oh 8h 12h 24h 48h 72h
0.22 0.46 0.45 0.39 0.20 0.36
0.16 0.45 0.30 0.59 0.47 0.20
0.22 0.51 0.20 0.60 0.56 0.38
Tab. 30 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg), 300 ppb, pour 8h
Contrdle Oh 8h 12h 24h 48h 72h
0.21 0.26 0.38 0.50 0.30 0.18
0.47 0.32 0.33 0.17 0.35 0.21
0.47 0.47 0.35 0.17 0.47 0.30
Tab.31 : Ascorbate péroxydase (AS : UI/ mg), 300 ppb, pour 8h
0zs2 Oh &h 12h 24h 48h 72h
0.18 0.06 0.63 0.73 0.47 0.34
0.24 0.30 0.60 0.50 0.53 0.25
0.33 0.47 0.52 0.69 0.60 0.36
Tab.32 : Ascorbate péroxydase (AS : Ul / mg), 300 ppb, pour 8h
Contréle Oh 8h 12h 24h 48h 72h
0.28 0.05 0.21 0.38 0.22 0.25
0.28 0.28 0.30 0.36 0.22 0.30
0.20 0.17 0.28 0.45 0.45 0.40
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beginning of an 8 hours peak of ozone

Dose Effect: Apx activity.Ozone Concentration Arabidopsis thaliana

Ascorbate péroxydase (Ul/mg) dose-réponse (0-300 ppb), 8h.

Tab.33 : Ascorbate péroxydase (Ul/mg) dose-réponse (0-300 ppb), 8h.

Col-0 0 ppb 50 ppb 100 ppb | 150 ppb | 200 ppb | 250 ppb | 300 ppb
0.08 0.24 0.21 0.33 0.19 0.29 0.23
0.07 0.15 0.25 0.22 0.16 0.33 0.31
0.13 0.24 0.31 0.22 0.08 0.29 0.24

Table.34 : Ascorbate péroxydase (Ul/mg), dose-réponse (0-300 ppb, 8h).

Contrdle 0zs2

Jour 1 Jour 2 Jour 3

Oh 24h /Oh 24h

0.26 0.33 0.31

0.22 0.27 0.59

0.29 0.25 0.21
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0,45 -
0,40 -

0,35 -
0.30 —e—Control Col-0
020 - ./\_.-Control 0zs2

0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00

Specific activity (IU/ mg protein)

dayl:0h day2:24/0h  day3:24h
Time from the beginning of the fumigation (hours)

Apx,dose-effect (0-300 ppb),8h: Arabidopsis thaliana

La détermination d’activité enzymatique APX dans un mutant d’Arabidopsis thaliana et dans
une souche sauvage, apres exposition pour une période de 8 heures a 300 ppb.

Les mesures ont été effectuées sur trois échantillons aux temps: Oh, 12h, 24h, 48h, 72h.
Tab.29, Tab.30, Tab.31, Tab.32, et Fig.23.

La détermination de 1’activité enzymatique APX dans un mutant d’Arabidopsis thaliana et
dans un type sauvage, aprés exposition, pour une période de 8 heures, a des doses croissantes
d’ozone (0-300 ppb) (détermination a 24h) Tab.33, Tab.34, Tab.35, Tab.36 et Fig.24.

Table. 37 : Table des concentrations de protéines totales (ugr/ul), apres un traitement
de 300 ppb pour 8 heures.

Echantillons Oh 8h 12h 24h 48h 72h
Col-0 300ppb 3,97 4,09 4,13 3,81 3,6 3,73
4,33 4,82 5,19 5,03 4,54 4,62

3,93 5,22 0,72 3,85 4,22 4,22

Col-0 control 3,94 423 4,09 3,81 422 3,51
4,15 4,76 5,23 4,6 4,85 4,38

3,38 4,86 4,72 3,8 3,93 4,37

ozs2 300ppb 3,63 0,89 3,86 4,06 3,85 3,32
3,94 4,72 4.49 4,28 4 4,29

4,17 4,41 4,77 3,45 4,31 423

ozs2 control 3,6 1,6 3,37 3,76 3,82 3,23
4,6 5,13 5,21 6,33 4,71 4,65

4,18 2,87 4,74 4,51 4,22 4,09

Pour les espéces analysées, on observe une croissance remarquable de 1’activit¢ APX.
L’activité n’est pas corrélée a la sensibilité variable a 1’ozone des espéces, mais pour la
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réponse dose effet, ['activite APX est corrélée a la sensibilité variable. Des études de
corrélation entre dommage macroscopique et concentration d’ozone dans les espéces
sensibles : le dommage macroscopique s’est révélé pour la concentration d’ozone supérieure
a 150 ppb.

64
Doctorat de recherches Sciences de l’environnement, 1998




Cheikh Tidiane DIOP

DISCUSSION

18. Le Phaseolus vulgaris

Le stress oxydatif dans les plantes a été amplement étudié ces derniéres années (Kangajirvi et
al. 1994). La toxicité a ’ozone dérive principalement de son potentiel de réduction élevé
(2.07 V), qui conduit & la formation "des especes d’oxygéne réduit”, parmi lesquels
hydroxydes d’oxygene, des radicaux supéroxydes et des radicaux hydroxyles. Ces espéces
réagissent rapidement avec les biomolécules provoquant une perturbation sévére des
processus métaboliques (Wolf et al. 1986 ; Mehlhorn et al. 1990). Dans les conditions
normales, les plantes ont des systémes anti oxydatifs suffisants pour éliminer ces especes
toxiques. Toutefois si la concentration des espéces toxiques devenait trop élevée, la capacité
anti oxydative bien qu’augmentée pourrait étre insuffisante pour protéger la plante contre le
dommage oxydatif. Dans ces conditions apparaissent, les premiers signes de souffrance des
plantes.

Les plantes sont dotées de plusieurs mécanismes diversifiés de défense pour se protéger de
I’attaque contre ’ozone. Ces mécanismes sont : 1) la synthése de I’éthyléne ; ii) la synthese
des polyamines ; iii) I’induction de la voie des phényles propanoides et des flavonoides ; iv)
induction des génes et des protéines de la réponse pathogeéne ; v) induction des enzymes du
stress oxydatif. Ces mécanismes particuliers ont été passés en revus amplement par
(Kangajirvi et al. 1994). Sur la base de I’efficience des systémes anti oxydatifs, il est possible
de distinguer les souches sensibles a I’ozone et les souches résistantes.

Sans doute, les enzymes du stress oxydatif, principalement la supéroxyde dismutase, les
péroxydases et les catalases ont un role crucial dans la défense contre le dommage dii &
I’ozone. Ces derniéres années il a été d’un grand intérét & définir le role individuel de ces
enzymes pour la protection contre le stress oxydatif. Méme si en présence de données
contradictoires dans la littérature (Kangajarvi et al. 1994 ; Kubo er al.1995 ; Batini et al.
1995), il est certain que ces activités enzymatiques généralement augmentent en réponse a
I’exposition & I’ozone ainsi, comme suite aux autres stress. En particulier, il a été démontré
une certaine corrélation entre I’activité SOD et 1’ Ascorbate péroxydase, justifiée par le fait
que ces deux enzymes a la fois appartiennent & la cascade de Halliwell Asada. Quelques
preuves ont été faites pour produire des plantes transgéniques, avec une augmentation du
niveau de la SOD, afin d’augmenter la résistance au stress oxydatif (Bowler et al. 1992).

I1 a démontré que I’activité des enzymes du stress oxydatif soit strictement controlée par des
métabolites 4 bas poids moléculaire; il pourrait se passer une activation des voies de la
défense métabolique contre ’ozone, peut étre prévoyant I’induction des enzymes anti
oxydants. Ceci pourrait expliquer les divers effets métaboliques conséquemment &
I’exposition a I’ozone, observés dans les différents cultivars.

Par conséquent pour clarifier quelques aspects encore contradictoires de la physiologie des
plantes, nous avons suivi quelques activités enzymatiques dans des variétés de Phaseolus
vulgaris ozone résistantes et ozone sensibles apres exposition aigue a 1’ozone. Notre objectif
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consiste 4 comprendre les bases moléculaires de la résistance des plantes au stress oxydatif et
de clarifier le réle individuel des différentes enzymes anti oxydantes.

Nos investigations sont organisées de maniére telle 2 suivre les activités d’un certain nombre
d’enzymes de SOD et de PX dans les feuilles de haricot, particuliérement le Zn/Cu-SOD,
’ascorbate péroxydase, le gaiacol péroxydase et la syringaldazine péroxydase. Les premiéres
enzymes correspondent aux enzymes du stress oxydatif, I'ultime la Syr.PX est une des
enzymes impliquées dans la biosynthése de la lignine (Pandolfimi et al. 1992). Notre
recherche, nous a donné 1’opportunité d’enregistrer simultanément les différentes activités
métaboliques.

Il est communément accepté que le stress oxydatif dii 3 I’ozone, identiquement aux autres
stress abiotiques au niveau des plantes, résulte dans I’induction d’un certain nombre
d’activités enzymatiques, qui augmente la capacité anti oxydative totale de I’organisme ; en
particulier les activités de la SOD, la PX et les Catalases ont été corrélées a I’exposition au
stress oxydatif di a ’ozone.

Cependant jusqu’a présent, les données des activités enzymatiques en réponse a I’attaque a
I'ozone seraient manifestement contradictoires, montrant des différences interspécifiques et
inter variétés. Pour notre opinion, cette large variabilité est principalement imputable a
I’extréme complexité de la réponse biologique chez les plantes a ’ozone, qui résulte toujours
dans I’induction de plusieurs voies métaboliques, strictement inter corrélées. Souvent la
prédominance d’une de ces voies résulte dans 1’activation réduite ou aussi de la répression des
autre. Par exemple, I’élimination efficiente des oxyradicaux toxiques a travers les mécanismes
alternatifs pourrait empécher ’activation des enzymes de la cascade de Halliwell Asada.

Pour pouvoir récolter des données nouvelles et éclairer ces aspects importants de la
physiologie de la plante, nous avions déterminé un certain nombre d’activités enzymatiques
dans les feuilles d’un cultivar ozone résistant et d’un cultivar d’ozone sensible de haricot en
réponse au stress dil & I’ozone. En particulier, les activités de la SOD et des Péroxydases ont
été déterminées aprés exposition des plantes de Haricot & une dose singuliere, subléthale,
d’ozone. Dans les conditions normales, les niveaux de bases des activités de SOD et de PX
sont similaires dans les deux cultivars, méme si sont un peu élevés dans la variété tolérante.
Selon nous, cette 1égere différence ne pouvait pas expliquer la grande différence dans la
sensibilité individuelle a 'ozone : d’autres mécanismes doivent exister pour expliquer la
résistance a I’ozone du cultivar Groffi.

Le traitement des deux cultivars de Haricot a ’ozone pour 4 heures a 120 ppb, provoque des
effets paradoxaux. En effet, une augmentation dramatique, générale de toutes les activités
enzymatiques est clairement observée dans le cultivar ozone tolérant. Cette croissance de
I’activité de 1a SOD et de la PX requiert plus d’heures pour se réaliser, et atteint le maximum
seulement apres 48-96 heures. Particuliérement, il y a une forte augmentation pour I’APX, la
SOD et la Syr.PX pour lesquels, on note une croissance de Pactivité d’un facteur plus de 3.
Le temps de latence long requis pour observer 1’augmentation des activités enzymatiques,
suggére que ces processus soient de nature génique suivant la description classique de

66

Doctorat de recherches Sciences de l'environnement, 1998




Cheikh Tidiane DIOP

I’induction enzymatique. Ainst, la croissance de I’activité vraisemblablement correspondrait a
I’augmentation du niveau d’expression de ces enzymes, plutdt que des phénomeénes
d’activation enzymatique. Il est d’un certain intérét d’observer qu’une seule période
d’exposition assez basse a 1’0zone puisse donner des réponses importantes, méme apres 3-5
jours. Le contenu total des protéines mesuré avec la méthode de Bradford ne change pas
significativement en réponse a I’exposition a 1’ozone, suggérant que les variations observées
dans les activités des enzymes sont limitées aux enzymes impliquées dans la protection contre
le stress oxydatif et ne corresponde pas a I’activation générale de la synthése des protéines.
Cependant, on pourrait noter qu’un certain nombre d’enzymes augmente leur activité
simultanément de la méme manicre, peut étre en réponse a wsignal métabolique commun.

Le résultat plus intéressant de la notre recherche est représenté par la grande et inattendue
différence de comportement entre la variété ozone résistante et la variété ozone sensible. A
priori, nous aurions pu nous attendre de voir la situation inverse, i.e. une grande augmentation
de I’activité enzymatique dans le cultivar ozone résistant, par rapport a celle du cultivar ozone
sensible. En effet, un niveau plus élevé de la capacité antioxydante du cultivar résistant serait
plus facilement, mis en relation avec la sensibilité mineure a I’ozone. Le fait que nous avions
trouvé a travers nos données expérimentales le contraire, pourrait suggérer que dans le
cultivar ozone résistant existent d’autres mécanismes, plus efficients et plus rapides de
défense contre I’attaque de 1’ozone ; certainement des effets similaires ont été déja rapportées
dans la littérature. Cette interprétation conduit a 1’idée de I’induction des enzymes
antioxydants représentant un systétme de défense de " premiére ligne", contre 1’ozone.
Quand les mécanismes de " premiére ligne", sont insuffisants, I’induction des enzymes
antioxydant soit ainsi activée.

Une autre interprétation serait possible sur la base d’une étude récente sur le role de I’éthyléne
(Langebartels, C. et al. 1991). La synthése de 1’éthyléne s’est vue, augmentée
considérablement, apres 1’exposition & 1’ozone dans une variété Bel W3, tabac ozone sensible,
cependant que son niveau serait rest¢ bas dans la variété ozone résistante. Donc on
remarquerait que 1’éthyléne serait induit par I’ozone, qui pourrait étre médiateur de sa toxicité,
provoquant I’apparition d’un certain nombre d’oxyradicaux de réactivité élevée, solubles dans
I’eau, il se pourrait qu’une quantité élevée de I’éthyléne induit, puisse représenter le
déclencheur pour la réponse enzymatique dans le cultivar ozone sensible.

Des données expérimentales ultérieures sont maintenant nécessaires pour choisir parmi ces
différentes hypothéses émises.
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Feuille de Phaseolus pinto, prise au stéréoscope particulier

Phaseolus pinto: 03 sensible, 120 ppb pour 4 heures, 24 heures apres exposition a 1’ozone.
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19. Conyza bonariensis

Le paraquat concourt ave le photosysttme I accepteur d’électrons. Les radicaux libres
provenant du paraquat sont rapidement ré oxydés avec 1’oxygeéne moléculaire, formant des
anions superoxydes (T.C. Satancliffe et A. Pirie 1971). Le supéroxyde formé pourrait étre un
potentiel oxydant, donnant des radicaux hydroxyles, soit un réducteur formant 1’oxygéne
singulier (H.D. Rabinovitch et Fridovich. 1983). La supéroxyde dismutase dismute le
supéroxyde en oxygene et en péroxyde d’hydrogéne suivant cette réaction :

O-+ Oy + 2H - H,0,

La dismutation spontanée du supéroxyde se déroule avec une constante de vitesse de 10°M
Isec™ 4 pH physiologique, cependant que la supéroxyde dismutase catalyse cette réaction avec
une vitesse 20 000 fois plus rapide (J.M. Mcord, J.D. Crapo, et 1. Fridovich 1977). En
présence de péroxyde d’hydrogene, la fixation photosynthétique du CO; se trouve inhibée
(W.M Kaiser, 1976). La réduction du péroxyde d’hydrogene produirait des radicaux
hydroxyles, qui conduisent a la péroxydation des lipides et du coup a la rupture des
membranes (N. Harris et A. Dodge 1970). L’on ne sait toujours pas, jusqu’a ce moment les
mécanismes moléculaires a travers lesquels les chloroplastes puissent détruire les radicaux
hydroxyles provenant des péroxydes d’hydrogeéne. Les péroxydes d’hydrogéne sont produits
normalement en petite quantit¢ durant la photosynthése et vraisemblablement migreraient
dans les chloroplastes mémes, sans la participation des catalases péroxysomales qui seraient
localisées en dehors. Dans un cycle d’ascorbate-glutathion, il a été démontré comment les
péroxydes d’hydrogene seraient nettoyés, utilisant 1’ascorbate comme donneur d’électrons et
les enzymes 1’ascorbate péroxydase et le glutathion réductase (C.H. Foyer et B. Halliwell
1976). Ces deux enzymes comme la supéroxyde dismutase seraient normalement a des
niveaux suffisants pour permettre aux chloroplastes de détoxifier les supéroxydes produits
durant la photosyntheése (A.D. Dodge 1982). La supéroxyde dismutase avec la constante de
vitesse élevée ne devrait pas étre un facteur limitant, quand le paraquat serait introduit, mais
I’ascorbate péroxydase et le glutathion réductase seraient présents vraisemblablement a des
niveaux insuffisants.

La résistance au paraquat a été observée dans Conyza bonariensis en Egypte (B.M., R.
Harvey et D. B. Harper 1982), dans Poa annua, Lolium perenne (J. Gressel, H.U. Ammon, H.
Hogelfors, J. Gasquez, Q. O. N. Kay et H. Kees, 1982) en Angleterre, dans Erigeron
philadelficus (Y.Watanabe, T.Honma, K. Ito, et M. Miyahara 1982) et dans Conyza
canadensis au Japon (S. Matsunaka, communication personnelle) et dans Hordeum glaucum
en Australie (R. B. Wamer et W.B.C Mackie 1982). Souvent, les espéces d’Erigeron sont
incluses dans ce méme genre comme Conyza. Cet herbicide devrait rester en continu présent
pour agir avec une haute pression de sélection requise pour obtenir des biotypes résistants.
Tous ces biotypes se développent dans les aires ou le paraquat est utilisé jusqu’a cinq fois
I’année durant 10 ans, fait qui se substitue a la pression de sélection compensant le manque
de persistance. Youngman et Dodge 1981 ont rapporté que la résistance dans le biotype de
Conyza, n’était pas die a la différence de pénétration entre les deux souches. Il a été
démontré qu’une augmentation de trois fois des niveaux de I’activité totale cellulaire
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supéroxydasique et 1’existence de deux nouveaux iso enzymes dans le biotype résistant. Ce
haut niveau de supéroxyde dismutase assez ne peut étre retrouvé par (Vaughn et Fuerst 1985),
avec un matériel similaire. Mais, des niveaux élevés de la supéroxyde dismutase ont été
retrouvés dans le Lolium résistant (B.M.R Harvey et D.B Harper 1982), et dans les plastes de
Spirodela, dus & I’induction chimique de tolérance (E. Lewinsohn et J. Gressel, 1984).

Les mécanismes d’action du paraquat requierent la réduction du paraquat di-cation a travers le
médiateur PSI. Ainsi, se déroule la formation du radical mono-cationique. Le radical & son
tour réduit 1’0 en O;’ le radical anion supéroxyde, provenant de la régénération du di-cation
du paraquat. En effet, le H,O; et le radical hydroxyle OH pourraient provenir de diverses
réactions (A.D. Dodge 1982, A.D. Dodge 1983). Les radicaux hydroxyles ont été impliqués
dans la péroxydation des acides gras. Apparemment, ce serait une des causes de la perte de
I’intégrité de la membrane observée (A.D. Dodge 1983, N. Harrison, (A.D. Dodge 1972, J.M.
Huston 1979). Le supéroxyde et le H,O, pourraient ne pas causer de fait la perte de I’intégrité
de la membrane induite par le paraquat (J.M. Huston 1979). En plus de la formation de la
forme réactive de 1’0,, la présence du paraquat causerait la dispersion des électrons qui
normalement auraient réduit le NADP, et auraient maintenu le statut réduit de 1’a-tocophérol,
le glutathion et I’ascorbate. L’action de la supéroxyde dismutase, de la catalase, de la
péroxydase devraient rester inchangées par la dispersion des électrons.

Beaucoup d’hypothéses expliqueraient les mécanismes de la résistance au paraquat de Conyza
bonariensis. Pourraient étre :

- La détoxification du radical anion supéroxyde ou d’une autre forme réactive d’O,,
produite a la présence du paraquat ;

- L’altération du potentiel redox de I’accepteur électronique primaire du PSI ou ; du
changement de compartiment du paraquat, résultant de la localisation réduite du site
actif de I’herbicide ;

- La délocalisation métabolique du paraquat parait improbable au moment ou on
n’aurait rien su sur un quelconque produit provenant du paraquat dans les plantes
supérieures (L. A. Summers 1980).

En conséquence, la seule activité superoxydasique ne nous permettrait pas d’expliquer la
tolérance au stress oxydatif, il serait mieux de faire des études sur toutes les enzymes
impliquées dans la supposée réaction de détoxification.

Nous avons vu dans ce travail que la résistance au paraquat ne procure pas la résistance a
I’0zone. Pour I’un et I’autre des cultivars et suite a I’exposition a 1’ozone, il y a activation
enzymatique qui est indice de réponse et puis de souffrance de la plante.
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Conyza bonariensis

Nécrose a 24 heures, apres exposition a I’ozone :200 ppb pour 5 heures

La distance d’un (1) point & un (1) autre est de un (1) millimetre
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Conyza bonariensis : résistant Conyza bonariensis : sensible
Superoxide Ascorbate Spontaneous :
dismutase peroxidase g
PSI Paraquat* 0, Hzozkmmatc l Glutathione (ox ¢
- Dehydro-X \
PSI* Paraquat 03 H20 ascorbate Glutathione (red¥
hvte~ '

Conza bonariensis : resistant and sensitive plants. 4 days after paraquat exposition.
10 pl of paraquat in 100 mi H,0 + 250 pl Tween 20.
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20. Arabidopsis thaliana

Pour les deux espéces analysées, I’on note une augmentation de I’activité APX. L’activité
APX n’est pas corrélée a la sensibilité vanable a ’ozone des deux espeéces. Des études de
corrélation entre dommage macroscopique et concentration d’ozone dans les espéces
sensibles ont été faites. Le dommage macroscopique se révele pour les concentrations d’ozone
supérieures a 150 ppb.

D’autres expériences devraient étre réalisées (faire 5 répétitions pour chaque individu au lieu
de 3), pour pouvoir avoir plus de fiabilité sur les résultats obtenus. Nous avions remarqué
qu’il y a la grande variabilité des données statistiques. Mais nous dans d’autres études sur
Arabidopsis thaliana (Kubo et al. 1995), ont été rapportées des données avec lesquelles
Pactivité de APX a été augmentée avant 1’apparition des symptémes dans la souche ozs2
sensible. En effet cette augmentation de Pactivité ascorbate péroxydasique pourrait étre
interprétée comme la conséquence de 1’induction des génes de I’APX, qui apparait 24 heures
aprés I’exposition a 1’ozone. En effet, la mutation provoquée avec ’EMS paraitrait ne pas
porter d’effets sur les génes d’APX, parce qu’ils ont été induits dans les deux souches soit
résistante, que sensible.

Pour la souche résistante Col-0, des études microscopiques doivent étre réalisées sur les
feuilles exposées a I’ozone. Des résultats assez faibles ont été rapportés au niveau basal de
I’activité d’APX sur les souches Col-0, résistantes et les différentes variétés de souches ozone
sensibles ozsl, ozs2, 0zs3, ozs4.Una analyse qualitative des résultats révéle que leur activité
d’APX est 5 fois presque inférieure a celles de leurs contréles. 11 ¢tait attendu que de tels
résultats seraient inférieurs ou au moins égaux a ceux des contrdles respectifs. Par conséquent,
cette explication justifierait de faire d’autres échantillonnages pour confirmer ces résultats.

Nous avons ainsi enregistré des concentrations protéiques qui ne varient pas aussi bien
dans les feuilles des contrdles que celles des traitées Tab. 37. Ainsi, la synthése totale des
protéines n’a pas vari€.

Pour suivre avec plus de précaution cette question de I’action détoxificatrice d’autres enzymes
impliquées dans ces processus doivent étre répertoriées, telles que la SOD et le Glutathion S
transférase.

Définition des parameétres répertoriés

Comme signalé dans I’introduction, les effets de 1’ozone sont multiples et variés, en fonction
de I’intensité et de la durée de ’exposition. Dans le cas de concentration de hauts et petits
pics de concentrations d’Os, le dommage se manifeste a travers des lésions visibles des
nécroses cellulaires. La disparition des nécroses localisées, le schéma des marqueurs
biochimiques et histologiques et ’expression des geénes de la défense, associés a leur
formation, ressemblent a la réponse hypersensible (HR) aux pathogenes (Kangajirvi, J. et al.
1994, Sandermann, H. 1996). La HR est considérée comme une forme dans les plantes de
mort programmée des cellules, dans laquelle les ROI sont impliquées dans I’initiation et dans
la propagation (Dangl, J.L., Dietrich, R. a et Richberg 1996). En aval, tous ces problémes ont
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soulevé des questions sur les mécanismes communs et possibles induits par les pathogénes et
I’ozone au cours de 1’explosion oxydative et la nature de la mort cellulaire die a I’ozone
((Kangajarvi, J. et al. 1994 ; Schraudner, M. et al. 1996 ; Sandermann, H. 1994 ; Sharma, Y.
et Davis, 1994). Pour clarifier ces demandes, des semences d’ Arabidopsis thaliana écotype
columbia (Col-0) ozone tolérantes traitées avec un agent mutagéne EMS, ont été criblées
jusqu’a obtenir a nouveau une sensibilité & ’ozone, comme c’est déterminé a 1’exposition a
1’05 (300 ppb pour 3 jours, 8 heures/jour), ensuite contrdler atravers une inspection
visuelle les 1ésions des cellules mortes. Quatre mutants, gzone-sensible 1-4 (ozs 1-4), chacun
a son phénotype caractéristique propre et son modele de formation du dommage dii 4 ’ozone,
ont été sélectionnés pour 1’étude. Dans les conditions standards d’expérience, on a utilisé des
plantes croissant a basse densité (5 plantes / 9x9 cm par contenant), avec une photopériode
(250-300 umoéle/ m’s d’irradiation), 4 21° C/18°C jour/nuit de température sans ozone durant
21 jours. Les plantes traitées a 1’ozone sont exposées durant 8 heures a 300 ppb. Des plantes
de 10 jours et 14 jours sont exposées a 1’03 montrent que la sensibilité ne dépend pas de 1’4ge,
méme si nous I’avions testée.

Sans Os, tous les mutants paraissent normales, sains excepté ceux de ozs4 qui paraissent pales
et petits de taille. Dans une certaine mesure ceux de ozs2 des efflorescences précoces, avec
une sénescence prématurée, cependant que les mutants de ozs3 ont des efflorescences tardives
avec un phénotype "toujours vert". Des expériences de dose-réponse avec ozs2 ont indiqué
que moyenne de formation du dommage ne relevait que d’un traitement d autour de 150 ppb.
La régulation et la séquence de formation du dommage advenait tout aussi identiquement, soit
a 200 ppb ou 300 ppb pour tous les mutants, commengant avec des lésions obscures
imprégnées d’eau aprés 12 heures et plus, qui brunissaient pour chuter aprés 24 heures.
L’élargissement se propage ainsi entre 24 ou 48 heures, progressant vers une Iésion définie de
tissus morts et asséchés a 48 heures. De toutes les fagons, le modele des tissus endommagés,
varie visiblement entre les mutants: ozs/ et ozs4, qui ont des Iésions distribuées
aléatoirement, ayant lieu sur des tissus intra vasculaires.
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Feuilles de Col-0 et de 0zs2 0zs3.

Damagce pattern mn the

Miutants s dilterent

Schémas des dommages sur les feuilles d’ Arabidopsis thaliana (Col-0 et ozs2,0zs3), aprés
exposition a I’ozone 300 ppb, 8h et sans ozone.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’analyse poussée des parameétres biochimiques que nous avions enregistrés pourrait
permettre d’établir au commencement :

1) L’entiereté du stress et la souffrance intrinséque de la plante ;

11) La capacité de réponse ;

11)  Ladiscrimination entre individus sensibles et résistants ;

1v) L’identification des systémes biochimiques fondamentaux pour la réponse a
I’ozone.

Nous avons voulu par conséquent identifier et sélectionner des bio marqueurs fiables, qui
seraient sensibles au stress, pour lesquels les variations aillent dans un sens cohérent. Nous
nous proposons d’étendre ce travail a d’autres enzymes et/ou a des métabolites et/ou a des
genes.

La perspective est de sélectionner un nombre limité de paramétres a haute définition dans des
différents types de stress qui puissent étre utilisés en application pour le biomonitoring.

21. Le bio monitoring
21.1 Les plantes et 1a pollution de I’air en ville

La végeétation terrestre est globalement exposée, soit toujours de maniére irréguliére et
discontinue, & la pollution atmosphérique qui actuellement représente pour cela un des
principaux facteurs de stress. Les oxydes de souffre et d’azote et les oxydants photochimiques
sont des polluants phytotoxiques de I’air (FPAJ/plus communs et représentatifs de la pollution
générale. Les acides fluorhydriques, 1’acide chlorhydrique et les autres composants d’origine
industrielle peuvent ainsi endommager trés gravement les plantes, mais de maniére plus ou
moins épisodique, de fagon limitative aux aires autour des sources ponctiformes. Des
informations sur les effets des plantes sur les singuliers PAP (Polluants Atmosphériques
Phytotoxiques) indiqués, ont été organiquement récoltées en Italie par Lorenzini (1983).

21.2 Les feuilles, siége préférentiel de I’absorption des PAP

Pour le rapport élevé superficie/volume et pour étre siege €lectif des échanges gazeux, les
feuilles sont les organes des plantes plus exposées et vulnérables aux polluants gazeux. Ceux
ci pénétrent a travers les stomates en se dissolvant dans les voiles liquides intercellulaires qui
pénetrent les parois des cellules du mésophylle. L’augmentation de leur concentration dans la
phase liquide intercellulaire ne facilite point la diffusion dans les cellules a travers les parois
et le plasmalemme, cependant que le courant transpiratoire ne régule pas leur transport et dans
certains cas leur accumulation en partie diverse de la feuille.

Il va de soit de fait que, les feuilles sont les organes des plantes qui subissent de maniére
patente les effets de la toxicité de ’air, manifestant les dommages visibles, évalués en termes
de superficie foliaire nécrotique ou affectée par I’altération de couleur et de forme. Il est
toutefois important de considérer que les concentrations non létales de polluants, incapables
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de causer des symptdmes remarquables, puissent déterminer des altérations physiologiques
‘qui se traduisent en dommages improprement dits asymptomatiques, mais associés en réalité
L . > . P - PO ’
«la réduction de la croissance, physiquement évaluable, et/ou de sénescence anticipée.

21. 3 Spécificité des symptomes

Dans des conditions de gaz controlés, les différents polluants phytotoxiques provoquent sur
les plantes des symptdomes relativement spécifiques et distinctifs. Malheureusement, la
présence dans I’air des mélanges de composants toxiques souvent indéfinis, I’inconstance et la
variabilité dans le temps de leur concentration, la variabilit¢ des effets qu'un singulier
polluant puisse exercer sur les diverses especes et dans des conditions environnementales
multiples, puis que l’interférence des autres stress biotiques et abiotiques, finissent par
produire en nature les cadres symptomalogiques plus confus de ceux soutenables en
laboratoire qui ne réduisent leur valeur diagnostique. Cependant 1’analyse du type de
symptome et de son incidence sur les especes de plante présentes dans une aire déterminée,
est un moyen indispensable, a rapprocher 1’analyse chimique de 1’air, pour la reconnaissance
en premiere approximation des PAP (Polluants Atmosphériques Phytotoxiques) (Matta et
Pennazio, 1984).

21.4 Les plantes espions

Dans les environnements naturels, les plantes jouent une grande importance, pour leur
sensibilité trés €élevée a des polluants spécifiques, pour la mise en évidence et le caractére
typique de leurs symptdmes, pour la diffusion capillaire dans le territoire et leur persistance
sur un long arc de temps, c’est ainsi que ces plantes sont prétes a étre utilisées, comme un
instrument de diagnostic de 1’état de pollution de I’air.

Particuliérement adaptés a une telle fin, des résultats sur les lichens non seulement pour leur
sensibilité intrinseque aux polluants soit plus élevée de celle des autres organismes, si ce n’est
plutdt pour la forte capacité d’absorber des composants xénobiotiques, qui provient de leur
absence d’épiderme et de se maintenir actifs méme pendant ’hivers a basse température. La
détermination de la sensibilité aux polluants a diverses especes lichéniques, a rendu possible
la construction de cartes de pollution au SO; sur la base du nombre et de la fréquence des
especes présentes, en comparaison des localités polluées par rapport a leurs témoins.

La fonction de monitorage des lichens est particuliérement utile dans les environnements dans
lesquels ils sont normalement présents, mais leur emploi aussi dans les aires urbaines et
industrielles & travers des implants de cortex colonisés, et a été longtemps expérimentée
(Anderson et Treshow, 1984) et récemment testée & Turin (Piervittori et al. 1993).
Malheureusement 1’absence presque totale des lichens dans les grandes villes est déja de par
soi un signal que les limites de pollution compatibles avec leur survivance est ici largement
dépassée. Le monitorage des polluants phytotoxiques peut résulter plus de fait dans les

environnements urbains et donner en général de plus précises indications, si c’est effectué sur
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des plantes cultivées en vase ou dans des contenants appropriés. Les plantes de tabac "BEL
W3”, apprétées dans des kit d’utilisation pratique (Lorenzini, 1993) permettent le monitorage
de ’ozone, polluant qui est hautement et spécifiquement sensible.

21.5 Les plantes dans ’atmosphére de la ville

Dans DI’environnement urbain, les arbres se trouvent constamment exposés a différents
polluants phytotoxiques, parmi lesquels dominent le SO,, les oxydes d’azote, mais rarement
manifestent des symptomes spécifiques de souffrance aiglie. L’absence de dommages aigus
rend moins dramatique la situation phytosaniatire et limite la possilité d’utiliser les plantes
les plus communes et les plus diffuses dans les avenues bordées d’arbres et des parcs des
cités, comme bio indicateurs de I’environnement atmosphérique, ne consentant pas d’exclure
de vérifier I’état de souffrance général.

L’analyse des concentrations des principaux polluants gazeux dans la ville de Turin, confirme
que durant la saison végétative, on n’atteint pas les concentrations de SO,, en mesure de
causer des dommages visibles sur les feuilles. D’autre part les mémes bien plus élevées
moyennes des concentrations maximales relevées durant la période hivernale de taux majeur
de SO,, pouvant dépasser les limites prévues par la loi, pour des motifs d’hygiéne, sont encore
de plusieurs fois inférieures a celles qui seraient nécessaires & déterminer 1’apparition des
manifestations visibles pathologiques, si les plantes étaient en activité végétative.

A des concentrations sublétales le SO, subit dans les tissus un processus oxydatif de
détoxification et est accumulé sous forme de sulphate saisonnalement expulsés avec la chiite
des feuilles. Ainsi les niveaux des oxydes d’azote dans 1’air, souvent supérieurs a la limite
fixée par la loi dans la période d’octobre-février, n’atteignent pas les concentrations toxiques
pour les plantes durant la période végétative. Et il est ainsi probable que ces composés
développent une fonction fertilisante avec des apports d’azote non négligeables en situation
pédologique critique.

Les relevés a Turin, au niveau de la route, ne signalant pas la présence d’ozone durant toute la
période hivernale, mais font enregistrer dans la concentration de ces PAP des moyennes des
maximum journaliers un peu élevés, jusqu’a 0.067 ppm, durant la periode végétative. Ces
valeurs sont de par soi en mesure de causer des symptomes dans le tabac "BEL W3"” qui
avertit sur les concentrations de 0.04-0.05 ppm d’exposition supérieure a 4 heures (Lorenzini
1993). On doit en outre tenir compte que, selon comme indiqué de par les résultats des
différentes expérimentations de vaporisation artificielle sur les espéces les plus disparates,
I’ozone agit synergiquement avec le SO, (Omrod, 1982), chose dévolue a d’autres PAP, en
particulier au bioxyde d’azote. Pour sans manifestation de symptome de phytotoxicité aigiie,
il est probable que les plantes des avenues bordées d’arbres et des parcs urbains, comme
démontrés expérimentalement, comparant le développement de différentes especes agraires et
forestieres en atmosphére dépourvu et sans PAP (Schenome et al.1994), subissent par I’effet
de la pollution atmosphérique, le ralentissement de la croissance et 1’accélération de la
sénescence.
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Dans un tel cas, le stress chimique s’ajouterait en ville aux stress déterminés par les condtions
de croissance durissime, défavorable a un développement végétatif équilibré, des
traumatismes accidentels et des blessures provenant des nécessaires émondages des arbres.

La réapparition année aprés année sans interruption des épidémies de champignon et des
insectes parasites est de plus un motif particulierement grave de préoccupation. Par exemple,
le platane, peut étre 1’arbre urbain plus représentatif, est frappé d’une grave maladie fongique
(Apiognomonia platani) qui, au printemps, tue les pousses, les jeunes feuilles et les branches
(Aselmi et al.1994) et d’un insecte phytophage (Corythucha ciliata) qui compléte 1’opération
donnant lieu dés le début de 1’été a des infestations massives qui intéresseront a la fin de la
saison la totalité de la superficie foliaire (Arzone, 1975). La présence des PAP, soit aussi en
doses sublétales, ne peut qu’aggraver les situations phytosanitaires déja de par soi les
compromette et les rendre précaires.

21.6 Les plantes dans Penvironnement urbain comme bio indicatrices de la pollution

Pour le modeste nombre d’especes et pour la tolérance élevée que ces plantes semblent
présenter, le vert urbain se préte mal a fournir des indicateurs symptomatiques de la pollution
atmosphérique. Pour le monitorage des polluants phytotoxiques atmosphériques PAP, on
pourrait se servir des altérations physiologiques associées aux dommages asymptomatiques. 11
a été individualisé diverses réponses métaboliques précoces (Jaeger, 1982), des actes a
signaler sur les états de souffrance & son début dans les plantes exposées & des concentrations
sublétales des PAP, mais malheureusement de non facile emploi diagnostic.

Une méthode de monitorage basée sur la mesure de 1’augmentation de la fluorescence
provoquée par une réduction du flux électronique die a une utilisation mineure de 1’énergie
lumineuse disponible durant la phase de la photosynthése (Cecchi er al, 1994), a été
appliquée pour évaluer le degré de dépérissement des foréts, ainsi que par voie aérienne,
mesurant le temps réel des spectres de fluorescence. L’augmentation des polyamines, suite au
stress a été démontrée étre un phénomene suffisamment généralisable et controlable dans
toutes les plantes. Les polyamines sont considérés ” des nettoyeurs” des radicaux supéroxydes
dans les plantes exposées a 1’ozone; pour n’étant pas clairement établi encore le sens
physiologique de ces réponses, il a été démontré la stricte corrélation entre 1’augmentation
polyamminique dans les tissus végétaux et le taux de pollution (Bagni, 1994).

Un autre critere d’évaluation indirecte sur la base de la stimulation des enzymes particuliéres:
de fait I’augmentation de I’activité péroxydasique, parait étre un indicateur trés sensible et
précoce de la réaction des plantes aux polluants atmosphériques, déja remarquable en absence
de symptomes visibles de dommage (Keller, 1984). L’augmentation des péroxydases est
particulierement significative parce que qu’elles interviennent dans les processus de
détoxification et de sénescence. Des mesures de 1’activité péroxydasique dans les feuilles des
plantes ornementales en sites, a diverses intensités de la circulation des véhicules dans I’aire
urbaine et extra urbaine de Turin, ont confirmé ’existence de corrélation positive entre le
niveau de pollution et ’activité péroxydasique avec des différences tres fortes dans plusieurs
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especes, essences charme et robinia, qui sont promptement réactives (Baraglioni et al. 1993).
Malheureusement les réponses biochimiques jusqu’a maintenant expérimentées dans le
monitorage des PAP sont aspécifiques. Indicatives de ’état général de la pollution, mais elles
se prétent a, distinguer entre plusieurs PAP et, fait encore plus limitatif, puissent subir
I’interférence d’autres natures, par exemple les stress hydrique et nutritionnel. Des indications
plus spécifiques et précises pourraient étre fournies des valeurs de cumuls des PAP dans les
tissus. Tenant compte des quantités absorbées du terrain sur lequel, en mesure variable, sont
les compsants naturels , les concentrations tissulaires de sulphates et fluorures sont en général
corrélables au SO, ou aux fluorures de I’air.

Particulierement significative, pour leur corellation élevée avec la pollution environnementale
sont les données du cumul dans les racines et les feuilles des métaux lourds. La charge en
métaux lourds dans les tissus végétaux représente un danger pour la santé de I’homme et des
animaux insérée dans les plantes au niveau de la chaine alimentaire mais, d’autre part, peut
fournir des éléments utiles de jugement sur les niveaux de pollution par les particules. Des
études récemment conduites 3 Turin (Nicolotti et Bragoloni, 1993) ont mis en évidence au
niveau des racines du hétre des voies urbaines bordées d’arbres, des contenus en métaux
lourds, spécialement du Pb, du Cu, et du Zn supérieurs a ceux des racines de hétre dans les
bois.

Ainsi a ’exemple des feuilles de plusieurs espéces des arbres omementaux de la ville de
Budapest, il en est résulté que ces feuilles contiennent des concentrations totaux de Fe, Mn,
Pb, Cu et Zn de 3 a 10 fois supérieures a celles des mémes espéces dans les environnements
ruraux (Kowacks et al. 1982).

21.7 Les plantes comme épuratrices environnementales

Comme c’est indiqué ci-dessus et des informations retrouvables dans la littérature, qui
soulignent la capacité des arbres a déplacer de I’environnement des polluants gazeux et des
métaux lourds, ainsi ceux dangereux pour la santé humaine, les immobilisant dans leurs
tissus. Cette fonction est évidemment dévolue de maniére optimale aux grands poumons
forestiers. Au service de I’Agence de la Protection Environnementale des Etats Unis (1976),
il a été calculé sur 1 ha de forét attestée sur cotés feuilles (inclus le sol et la végétation) qu’il
est en mesure d’absorber sur un an 96.000 t d’0s., 748 t de SO,, 2.2 t de CO, 0.38 t d’oxyde
d’azote et 0.17 t de péroxyacétylnitrate.

Cependant, 1’action dépuratrice dévolue aux plantes ornementales, n’est pas & sous évaluer.
Des barriéres de haies profondes de 40-50 cm sont en mesure de baisser de 8-10 fois la
concentration de Pb de I’air qui les traversen (Smith 1976). La capacité dépuratrice de
plusieurs espéces botaniques semble étre tres différente. Par exemple Thuya occidentali,
Taxus baccata et Platanus sp, sont recommandés comme de puissants fixateurs de SO,
cependant que Acer campestre, Quercus robur et Sambucus racemosa, fixent particulierement
bien les fluorures. L’ailante, le marronnier, le tilleul accumulent des métaux lourds avec une
efficience d’interception et de rétention des polluants dépend des différents facteurs, en
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particulier de la forme et du port du feuillage, de la forme , de 1a dimension de la feuille, de la
structure de la superficie foliaire, aussi plus absorbante que scabre et/ou poilue. L’on peut
retenir que les coniféres avec leur feuillage et leurs petites feuilles, allongées développent leur
action dépuratrice avec une efficacité particuliere (Smith 1964).

Lefficience de la dépuration sur les différents polluants gazeux varie nettement avec leurs
natures mémes, en fonction aussi de leur solubilité dans I’eau, élevée dans le cas pour le HF,
SO,;, NO, et de la réactivité, partculicrement dans le cas de 1’O;. Malheureusement le
monoxyde de carbone beaucoup peu soluble et est trés peu retenu et absorbé par les plantes.

Le vert urbain n’est pas une panacée capable de résoudre de maniére déterminante le grave
probléme hygiénique de la pollution. A son action dépuratrice, se joint encore a ses effets
bénéfiques des conditions d’humidité, de température et de luminosité dans la prévention
d’une amélioration de 1’environnement de la cité. Bien que le dommage induit par I’ozone
dans les plantes soit amplement étudié durant ces rares décades, le mécanisme du dommage
di 3 l'ozone soit encore méconu. Quatre mécanismes possibles pour la formation du
dommage de I’ozone dans les plantes pourraient étre proposés.

(1) Le dommage mécanique direct dans les structures cellulaires dii a 1’ozone ou ses
dérivés, qui conduit a 1a mort de la cellule ;

(2) Des effets non désirés dans le métabolisme normal de la cellule dus a I’ozone et ses
dérivés, qui perturbe le métabolisme , conduisant a la mort cellulaire ;

(3) L’induction des mécanismes de défense active et le HR de 1’ozone et de ses dérivés
dans les cellules , qui conduit a la mort active localisée des cellules ;

(4) Les reactions de la sénescence prématurée dans les cellules induites par I’ozone ou de
ses produits.

Une évidence récente en biochimie et en biologie moléculaire indique que les mécanismes de
défense générale dans les plantes induits par ’ozone sont en accord avec les deux derniéres
hypothéses. Cette évidence montre que 1’ozone induit des réactions de défense similaires
dans les plantes a celles des autres stress biotiques et abiotiques. Nous sommes portés a
spéculer que 1’exposition & 1’ozone, d’une certaine maniére provoque des réactions qui
miment quelques événements des réactions incompatibles entre plante-pathogéne, conduisant
3 l'induction active des mécanismes de défense et de la mort localisée de la cellule.
L’élucidation des mécanismes du dommage di a I’ozone dans les plantes, nécessiterait une
nouvelle mise au point des instruments et d’une adéquation des connaissances provenant
d’autres situations de stress.

Des progres rapides dans la recherche du dommage dii a ’ozone, pourraient étre
réalisés avec 1’introduction de nouveaux instruments de biochimie et de biologie moléculaire.
Beaucoup de génes importants de la défense provenant des systémes liés, déja ont été clonés
et caractérisés. L’adaptation de ces techniques d’ingiéniérie génétique et moléculaire, en
dehors de ces quelques prochaines années, pourrait augmenter notre connaissance des
mécanismes directs du dommage dii a I’ozone au niveau des plantes. Le clonage des génes
spécifiques induits par I’ozone, I’utilisation de ces génes comme sonde pour ’expression et
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I’analyse de la régulation, et le test de leur role direct avec les études de transformation
conduiraient finalement a I’identification des génes responsables de la résistance a 1’ozone.
Finalement, ces études pourraient aussi favoriser le développement des marqueurs
moléculaires spécifiques et hautement sensibles pour le monitorage des dommages dfis a
’ozone dans les plantes. '
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SUMMARY

‘After treatment with a pulse of ozone (120 ppb, 4 h),
enzymatic activities involved in the detoxification of re-
active oxygen species [superoxide dismutase (SOD), to-
tal peroxidase (PX), ascorbate peroxidase (APX), sy-
ringaldazine peroxidase (SPX) and guaiacol peroxidase
(GPX)] were determined in the primary leaves of two
cultivars of bean (Phaseolus vulgaris), which on the ba-
sis of macroscopic responses were designated ozone-
sensitive (cv. Pinto) and ozone-resistant (cv. Groffy).
Although slightly higher in the sensitive cultivar, all PX
activities were found to be at nearly comparable levels
in the untreated plants of both cultivars; hovewer for
SOD, constitutive levels were about twice as high in the
resistant cultivar. The response to ozone developed
rather slowly, being maximal after 48-96 h. Exposure to
ozone caused a large increase of SOD and PX activities
in the sensitive Pinto, and smaller variations in the resis-
tant Groffy. The largest variations (up to 7-11 fold in-
creases) were observed for APX, SPX and SOD activi-
ties in Pinto. We conclude that the induction of antioxi-
dant enzymes does not represent a major defence mech-

.. apism against ozone in bean, but appears to be a sec-

ondary consequence of ozone injury.

RIASSUNTO

ATTIVITA PEROSSIDASICA E SUPEROSSIDO DISMUTASI-
CA IN FAGIOLO IN KRISPOSTA ALL'OZONO. Attivita enzi-
matiche ritenute implicate nella detossificazione delle
specie attive di ossigeno [superossido dismutasi (SOD),
perossidasi totali (PX), ascorbato perossidasi (APX);
siringaldazina perossidasi (SPX) e guaiacolo perossidasi
(GPX)] sono state determinate 0, 4, 24, 48 ¢ 96 h dopo

Pinizio di una fumigazione con ozono (120 ppb per 4 h)-

nelle foglie primarie di due cultivar di fagiolo (Phaseolus
vulgarss), che — sulla base della risposta macroscopica ~
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erano indicate come ozono-sensibile (cv. Pinto) e ozono-
resistente (cv. Groffy). Tutte le attivitd PX risultavano a
livelli comparabili nel materiale non trattato, anche se
leggermente superiori nella cultivar sensibile; il contrario
era vero per SOD. L’esposizione ad ozono causava un
notevole incremento delle attiviti SOD e PX nelle pian-
te di Pinto e minime variazioni nelle resistenti Groffy.
Le variazioni massime (incrementi fino a 7-11 volte) era-
no osservate per APX, SPX e SOD in Pinto. In fagiolo,
Pinduzione di attivitd enzimatiche ad azione antiossi-
dante non costituisce il principale meccanismo di difesa
dall’ozono; essa sembra essere, piuttosto, una conse-
guenza del danno provocato dall'inquinante.

Key words: antioxidants, Halliwell-Asada cycle, O,
uptake, Phaseolus vulgaris.
INTRODUCTION

Oxidative stress by ozone (O,) in plants has been ex-
tensively investigated in recent years. Toxicity of O, de-

" rives from its high redox potential which leads to the

formation of the so called ‘reactive oxygen species’
(ROS), such as hydrogen peroxide (H,0,), superoxide
radicals, hydroxyl radicals and singlet molecular oxy-
gen. These species are highly destructive: they react
quickly and indiscriminately with biomolecules mainly

" causing lipid peroxidation and ozonolysis, and protein

denaturation, which in tumn cause impairment of funda-
mental metabolic processes (Heath, 1994). For some
time now differential responses to O; have been de-
scribed, dependent both on environmental influences
and on genotype. Apart from exclusion mechanisms
(based on differential stomatal absorption of the pollu-
tant) and from repair processes (which involve resyn-
thesis of macromolecules which have been damaged),
partial insensitivity to O, is based on the biochemical
ability to counteract oxidative stress or to prevent the
formation of injurious molecules (‘tolerance’).

As oxidative stress is a feature of all aerobic organ-
isms, they have evolved an impressive array of protec-
tive mechanisms designed to keep these deleterious re-
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actions to a minimum. For instance, ROS are by-prod-
ucts of electron transport in chloroplasts, mitochondria
and plasma membranes (Salin, 1987; Winston, 1999).
These protective mechanisms include induction of spe-
cific antioxidant enzymes and synthesis of scavengers
such as polyamines, ascorbic acid and glutathione,
which compete for the radicals and remove them from
the reaction (Kangasjaervi et al., 1994).

Undoubtedly, a crucial role in the defense against O,
injury can be played by oxidative stress enzymes, pamc«
ularly: superoxide dismutases (SOD) along with cata-
lases and peroxidases (PX), that act on the end product

(H,0,) of SOD activity. It has been reported that O,
increases the activities of several of these enzymes and

this induction is considered a protective reaction of

plants against this pollutant (and others) (Lee and Ben-
nett, 1982; Bowler ef 4/, 1992; Tanaka, 1994). Howev-
er, contradictory reports exist and whether this increase
is actually part of a defence response or is a secondary
consequence of injury is a subject of debate. Increases
in‘activity are sometimes greatest in plants that show
highest sensitivity to O, (Curtxs et al., 1976; Tuomainen
et al., 1996).

Workmg with a single kmd of plant (in terms of re-
sxstancc/ sensitivity) may be limiting, as the biochemical
variations observed may not be attributable to a single
mechanism. Differential systems, such as cultivars of

~ plant species showing strong differences in response to
standard exposures to O provide a useful tool to inves-
tigate mechanisms of toxicity and defence. In the pre-
" sent work we aimed to study the enzymatic responses of
two bean cultivars exposed to O, under controlled con-
ditions. Particular attention was paid to Cu/Zn SOD
" (the predominant class in young bean leaves; Chanway
and Runeckles, 1984), ascorbate peroxidase (APX),
guaiacol peroxidase (GPX) and syringaldazine peroxi-
dase (SPX). The first three enzymes play a role in detox-
ifying superoxides and H,0,, respectively; the last one
is involved in lignin biosynthesis. In more detail, PXs
catalyze two reactions: (¢) the reduction of H,0O, by
ascorbate to form dehydro-ascorbate (basic PX ascor-
bate-linked PX, Thom and Maretzki, 1985); (7)) the re-
“action with cinnamic acid (acidic PX, involved with lig-
nification, syringaldazine-linked PX, Heath, 1988).

MATERIALS AND METHODS

Plant material and fumigation treatment. Two culti-
vars of bean (Phaseolus vulgarss 1..) were selected: Pinto,
O,-sensitive (which is used to detect the presence of O, -
Oshima, 1974) and Groffy, O,-resistant (Tonnqxck
1983). Seeds were germinated i m a greenhouse, trans-
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ferred to containers and maintained under ordinary
agronomic conditions. After 15 days, the plants were se-
lected for uniformity. Exposures to O, were carried out -
in a controlled environment fumigation apparatus
(Lorenzini et al., 1994) when plants had the primary ~
(unifoliate) leaves fully expanded. The fumigation sys-
tem was continuously ventilated with charcoal-filtered
air maintaining two complete air changes per min. Tem-
perature was maintained at 20 + 1°C, RH. 85 + 5%
(vpd 0.4 kPa), PAR 530 pmol m* s, 14 h per day pho-
toperiod. O, was generated by electric discharge with a
Fischer 500 air-cooled apparatus supplied with pure
oxygen, and mixed with the inlet air entering the fumi-
gation chamber; its concentration in the chamber was
continuously monitored with a photometric Monitor
Labs analyzer, model 8810, connected to a PC. Standard
fumigations lasted 4 h and the targct O, constant con-
centration was 120 ppb (235 pg m? at standard temper-
ature and pressure). Plants were pre-adapted to the
chamber conditions for 24 h. Control plants were main-
tained in charcoal-filtered air. Fumigated plants were
maintained in the same growth chamber. Fifteen plants
of each cultivar were used in each test. The experiment
was replicated twice.

Calculation of O, uptake. The O, influx (Fp,;) was
calculated accordmg to the followmg flux equation
(Fick’s law) (Unsworth, 1982):

F, = AlO,) x g0, (1)

where A[O,] is the difference between O, concentra-
tions in air and inside the leaf. This latter was assumed

. to be zero (Laisk et al, 1989). The conductance for O,

(go;) was completely ascribed to the stomatal compo-
nent, which was calculated multiplying the conductance
for water vapour by 0.613, the ratio of the binary diffu-

sivities of water vapour and Oj. Stomatal conductance

was determined with a diffusion porometer (LI-COR
700). Uptake through the cuticle was ignored, because
the cuticle is highly impermeable to O, when compared
to open stomata {Kerstiens and Lendzian, 1989).
Boundary layer resistance was neglected as the leaves
were kept fluttering slightly by air circulation during
the entire fumigation time. Cumulative O, uptake for

the entire fumigation period was esnmated by integra-
tion of Equation 1.

Protein extraction. Whole primary leaves were col
lected at the end of the fumigations and after 24, 48 and
96 h. The midvein was removed; and samples were ho
mogenized with an Omnimixer Ultra Turax (10,000
rpm for 1 min) in 66 mM phosphate buffer pH 7.4 con-
taining 100 mM NaCl (1 g leaf powder in 5 cm® of ice
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cold buffer). After filtration through Miracloth (Cal-

biochem) the material was centrifuged at 10,000 g for
-. 10 min. All operations were performed at 4°C. Aliquots
of the supernatant were used to measure the enzymatic
activities. Protein concentration of the enzyme extract
was determined by the protein-dye binding method
with BSA as the standard (Bradford, 1976).

Determination of enzymatic activities. SOD activity
was determined by the xanthine oxidase cytochrome ¢
method, according to McCord and Fridovich (1969).
SOD activity of bean leaf extract is neatly completely
inhibited by the presence of 2 mM potassium cyanide,
implying that it must be predominantly ascribed to

-Cu/Zn SOD (Hassan and Scandalios, 1990). Total PX
activity was monitored using 2,2’-azino di-[3-ethyl-ben-
zothiazoline-{(6)sulphonic acid] as a substrate, accord-
ing to Werner et al. (1970). The reaction was carried
out at pH 6.0, in the presence of 2 mM ABTS and 1mM
H,0, and monitored spectrophotometrically at 405
nm. The absorbance increase at this wavelength corre-
sponds to the formation of the ABTS+ cation, which is
produced by the reaction. GPX activity was deter-
mined in a reaction mixture that contained 50 mM
NaH,PO, (pH 6.1), 16 mM guaiacol, 2 mM H,0, and
10 pl of leaf extract (Castillo and Greppin, 1986). The
activity was measured by monitoring the increase in ab-
sorbance at 470 nm during the polymerization of guaia-
col to tetraguaiacol. APX activity was determined in a
reaction mixture (1 cm?) which contained 50 mm
NaH,PO, (pH 7.0) 0.1 mM EDTA, 0.5 mM ascorbic
acid, 0.1 mM H,O, and 20 pl of leaf extract. The activi-
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ty was measured by monitoring the rate of ascorbate
oxidation at 290 nm (& = 2.8 mM ! cm!) (Luwe et af.,
1993). SPX activity was assayed in 100 mM phosphate
buffer (pH 6.0) containing 1.6 mM H,0, and 0.1 mM
syringaldazine dissolved in methanol/dioxane 1:1. The
increase in absorbance was monitored at 530 nm (Pan-
dolfini et al., 1992). For all but SPX enzymatic activi-
ties, one international unit was calculated as the enzyme
quantity that transforms 1 pmol of substrate in 1 min.
For SPX, one arbitrary unit was calculated as the varia-

tion of absorbance (AA,;, min"mg™ protein, Ranieri e¢
al., 1995).

RESULTS

Visible injury. As expected, only the sensitive cv.
Pinto showed visible injury, in the form of small white
necrotic lesions (flecks), confined to the interveinal
margins of the upper leaf surface (Craker and Starbuck,

1972). These symptoms appeared about 24 h after fu-
migation.

Ozone uptake. O, uptake during the fumigation was
rather similar in the two cultivars (Fig. 1). Estimated
cumulative uptake was 345 + 92.2 mmol O; m? in Pin-

to vs 330 + 6.8 mmol O, m? in Groffy (P > 0.05, Stu-
dent’s t-test).

Total protein content, The total leaf extractable pro-
tein content did not change significantly in r&sponse to
O, exposure (data not shown).
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Fig.kl. Time course of ozone uptake
- during the fumigation (120.ppb, 4 h) in

bean cv. Pinto {open circles) and cv. . 0
Groffy {(closed circles); vertical bars

represent SD (where they do not ap-

pear, their value is negligible).
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Superoxide dismutase activity. Under non-stress

- conditions, Cuw/Zn SOD specific activity (7. referred
to the protein content) in Groffy was about twice that
in Pinto (53.0 + 3.00 v5s 253 £ 6.51 U mg"! protein,
P < 0.01, Student’s #-test). Following exposure to O;,2
dramatic increase in SOD activity was observed in Pin-
to (9 fold increase) within 48 h after the treatment
(Fig. 2). Two days later, the activity decreased, al-
though it remained about 7 times higher than the
“background. In contrast, the Cu/Zn SOD activity in

cv. Groffy only showed minimal variations as a result
of fumigation.
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Fig. 2. Time course of superoxide dismutase activity in leaf extracts of
bean, cvs Pinto {open circles) and Groffy (closed circles) exposed to
120 ppb ozone for 4 h. The dashed box on the abscissa indicates the
fumigation period. The arrow indicates the appearance of visible in-
juty on the sensitive Pinto plants. Each point represents the average
of the replicates within e2ch experiment.

Total peroxidase activity. Background levels of spe-
cific PX activity were slightly different in the two culd-
vars (2.5 = 0.25 U mg™! protein in Pinto vs 1.8 £ 0.24 in
Grofty, P < 0.05, Student’s ¢-test). Exposure to O,
caused in Pinto a sharp but temporary increase in PX
activity, which reached a three fold increase 48 h after

the beginning of fumigation (Fig. 3). PX activity was .

twice that of the background 96 h after the beginning
of fumigation. The behaviour of Groffy was different: a
progressive increase was observed from the end of fu-

migation, with a maximum 2 .4-fold increase above
background at 96 b. '

Specific activity (U mg"' protein)
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Fig. 3. Time course of total peroxidase activity in leaf extracts of

.bean, cvs Pinto (open dircles) and Groffy (closed circles) exposed to

120 ppb ozone for 4 h. The dashed box on the abscissa indicates the
fumigation period. The arrow indicates the appearance of visible in-
jury on the sensitive Pinto plants. Fach point represents the average

of the replicates within each experiment. '

Electron-donor-specific peroxidase activities. Mini-
mal differences in the specific activities monitored
were detected in the background values of the two cul-
tivars. While no apparent effect was induced by fumi-
gation in Groffy, APX activity in ozonated leaves of
Pinto, at the end of the experimental period, was 11.4
times higher than the background (Fig. 4, A). In the
same way, GPX activity was stimulated by O; treat-
ment especially in Pinto, with an increase over back-
ground which reached a factor of about 4. Only a slight
increase was observed in Groffy (Fig. 4, B). Fumigation
also stimulated SPX activity in Pinto much meore than
in Groffy (Fig. 4, C).

DISCUSSION

As O, uptake in the two cultivars was very similar,
their dif}ferential response is not related to an exclu-
sion mechanism, in agreement with the report of Hucl
et al. (1982). Biochemical mechanism(s) should there-

"fore be involved. Physiological and genetic evidence

indicates that ROS scavenging systems should play an
important role in stress protection (Pell and Reddy,
1991).
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Fig. 4. Time course of asco:batc (A), guamcol {B) and syringal-
dazine- {C) peroxidase activities in leaf extracts of bean, evs Pinto
{open circles) and Groffy (closed circles) exposed to 120 ppb ozone
for 4 h. The dashed box on the sbscissa indicates the fumigation peri-
‘od. The arrow indicates the appearance of visible injury on the sensi-

tive Pinto plants. Each point represents the average of the rcphmtu .

within each experiment.

Previous investigations 6n bean have shown PX in-
creases as a consequence of exposure to O; (e.g. Astori-
no et al., 1995; Brunschoen-Harti et ol '1995). In our
work, significant increases of the enzymatic activities in-
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vestigated (i.e. Cu/Zn SOD, total PX, APX, GPX,
SPX) were clearly observed only in the Oj-sensitive cul-
tivar. The increase of APX activity in Pinto occurred 48
h after fumigation, clearly after the appearance of symp-
toms. The increases of GPX and SPX were concomi-
tant or occurred soon after the symptoms. Rather simi-
lar results have been obtained for APX in tobacco and
GPX in Arabidopsis thaliana by Willekens et al. (1995)

. and Kubo et al. (1995), respectively, but not for APX in

A thaliana, whose activity was enhanced before the ap-
pearance of symptoms (Kubo et al., 1995).

The fact that PX activities were induced more rapidly
and intensively in the O,-sensitive than in the resistant
plants, only in concomitance or after the appearance of
symptoms, strongly suggests, in agreement with the re-
sults of previous work (Dass and Weaver, 1972; Endress
et al., 1980; Bender ef al., 1990) that increased PX is a
secondary consequence of O,-induced injury. Unfortu-
nately the usefulness of PX as a quantitative matker of
O, injury seems to be minimal, due to the interference
of other environmental factors (Petolino et a/., 1983).

Constitutive levels of SOD activity in the untreated
resistant plants were about twice those found in the
sensitive ones. The significance of this finding should
be established with an higher number of bean cultivars.
No correlation was found between O, sensitivity and
constitutive levels of SOD in ten bean cultivars (McK-

ersie et al., 1982). The huge differences in O, sensitivity

in tobacco between cv. Bel-W3 (supersensitive) and
Bel-B (resistant) are not related to basic differences in
SOD and APX levels (Tanaka et al, 1990). Tanaka et
al. (1985) found no remarkable differences in constitu-
tive SOD, GPX and APX activities among six spinach
cultivars differing in response to O;.

SOD activity has been similarly enhanced by O, in a

_ resistant and in 2 sensitive cultivar (McKersie et 4f.,

1982) and increasés in SOD have been related to O, tol-
erance in snapbean (Lee and Bennett, 1982). Cur results
confirm the strong association between injury induced
by O and SOD activity found by Pitcher et 4. (1992).

SOD activities in response to O, in other plants may
vary in a conflicting fashion and there is no clear evi-
dence for SOD involvement in O, resistance (Bowler e
al., 1992). The view that induction of antioxidant en-
zymes does not represent a major defence system against
O, in bean is thus reinforced by the present work.
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