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Résumé

Le but de ce travail est d’étudier la variabilit® ld réponse physiologique au déficit
hydrique de deux variétés de lentilleens culinaris L, la variété Balkan 755 Amir et la
varieté Champagne. Un intérét est porté aux madifins quantitatives et qualitatives des
protéines ainsi qu’a l'activité d’'une enzyme antirdante, la catalase. Le stress perturbe le
statut hydrique des plantules des deux variétégjucenduit une accumulation de la proline
qui joue un réle dans I'ajustement osmotique. Licdenydriqgue provoque également une
diminution des pigments photosynthétiques (chloytipk et caroténoides). Le stress oxydatif
gui accompagne ce stress hydrique génére des sggeatives d’oxygene responsables de la
peroxydation des lipides, particulierement les phofipides membranaires. Cette
peroxydation estimée en substances réactives aidd’acbarbiturique dont le
malonyldialdéhyde (MDA) ou en termes d’intégritémi@anaire est plus importante chez la
var. Champagne. Pour contrer ce stress oxydatifadtivités de la catalase et de I'ascorbate
peroxydase, ont augmentées.

Au niveau protéique, nous enregistrons une baissi deneur des protéines totales,
résultat d’'une moindre assimilation chlorophyllienat minérale. Quant a la composition
qualitative, nous avons mis en évidence par SDS¥A@pparition de deux nouvelles
protéines de stress d’environ 30 kDa et 60 kDgoremiére serait :

- Une CDSP 32 (chloroplastic drought-induced stpssein), protéine de type thioredoxine

localisé dans le chloroplaste dont 'accumulatienieduite par un stress sévere. Elle jouerait
un réle dans le maintien du potentiel redox thislitfite durant le déficit hydrique

- Ou une CDSP 34, une protéine thylakoidienne trgtynthese est induite par un stress
hydrique progressif et modéré. Le rdle supposé et @rotéine chloroplastique serait en
relation avec la tolérance de I'appareil photosgtitfue a la déshydratation.

La deuxiéme protéine de stress, observée uniquewtear la var. Balkan, serait une

dehydrine (CPA 60) connue pour s’accumuler en ghaside quantités chez les génotypes
résistants. Les dehydrines sont des protéinestaglpiar des stress environnementaux qui
provoguent une déshydratation des cellules.

Mots clés: Lens culinaris L, arrét darrosage, physiologie, morphologie, ivdigt
antioxydante, SDS-PAGE.
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|- I ntroduction

Les végétaux rencontrent fréequemment des variatierisur environnement. Des lors
gue les facteurs externes sortent des conditionsales de croissance de la plante,
ils provoquent un stress qui a des effets sur déssance, le développement et la
productivité. Ces stress peuvent étre provoquésdesarorganismes vivants (stress
biotique) ou par des facteurs physiques ou chinsigde I'environnement (stress
abiotique).

La sécheresse est un stress environnemental magemrles végétaux de tous les
continents qui, en tant qu'organismes fixés, nevempas s'en soustraire. Par
conséquent, c'est également un probleme majeurl’bountme puisque la sécheresse
affecte grandement les rendements des cultures(Bb982).

La sécheresse est un syndrome complexe impliguamtsaulement la privation de
I'eau mais également la limitation nutritive esteess oxydatif.

La réponse des plantes au déficit hydrique implipragiquement tous les aspects de
leur physiologie et de leur métabolisme (Zhu, 20@gtte réponse va cependant
dépendre de I'espece végétale et de son génotgpks durée et de l'intensité du

déficit hydrique, de I'age et du stade de dévelapp# de la plante, ainsi que des
organes et des types cellulaires impliqués (Brag,/)

Le déficit en eau du sol provoque une diminutionpdtentiel hydrique de tous les
organes de la plante, en particulier des feuittesqui se traduit par un stress hyper-
osmotique. Celui-ci est caractérisé par une dinonute la pression de turgescence et
une perte d’eau (Boudsocq et Lauriere, 2005).

Lorsque le potentiel hydrique d'une plante diminllaccumulation de solutés
provoque la baisse du potentiel osmotique et petenabaintien de la pression de
turgescence des cellules. En effet, pour maintarbaelance de la force osmotique, les
plantes accumulent un certain nombre d’osmoticas &olutés accumulés sont de
natures diverses: des ions (potassium), des suwuiebles (saccharose, glucose,
fructose), des acides organiques (malate, pyruva#s) polyols (sorbitol, glycerol) et
des composes du metabolisamté(amines, acides aminés libres). Leur contribution
a l'osmolarité cellulaire dépend de leur nature ettakon étudié (Morgan, 1992;
Premachandra et Joly, 1992).

La fermeture des stomates, qui apparait de matr@seprécoce face a un manque
d’eau réduit le flux de C&dans les feuilles. Ainsi, l'assimilation photosyétique du
carbone est diminuée en faveur de I'absorptionydiere photorespiratoire. Ces deux
processus produisent des especes réactives degdimxy (ROS) telles Iion
supéroxyde, l'oxygene singulet, le peroxyde dhgére (HO,) etc...... La
production de superoxyde par la chaine de tranghmtosynthétique d'électrons, par
l'intermédiaire de la réaction de Mehler, est erade par la sécheresse (Noatbal.,
2002).

Pour contrecarrer leur toxicité, les cellules séqgtipées en systemes antioxydatifs
fortement efficaces, qui renferment les enzymescyltle ascorbate glutathion, la
superoxyde dismutase (SOD), les peroxydases (P®X3 eatalase (CAT) et des
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molécules comprenant les caroténoides, I'alphapioéml|, I'acide ascorbique, le
glutathion et les composés phénoliques (Foyer etd¥p2000 ; Arocatal., 2003).

A I'échelle cellulaire, les mécanismes de protethas en place sont caractérisés par
un bouleversement de I'expression génique : lahegat générale des protéines est
nettement diminuée a I'exception d'une famille, leotéines de stress dont la
synthése est augmentée.

Il est actuellement admis que plusieurs criteregsiplogiques, biochimiques ou
moléculaires peuvent étre dégagés, a I'échelladellule, ou de la plante entiére, et
utilisés dans un but de discrimination entre esp@cevariétés pour la résistance aux
stress.

Le présent travail s’inscrit dans la thématiqueeli@ypée par I'équipe de physiologie
végeétale portant sur les : « Mécanismes physiolagigbiochimiques et moléculaires
de la tolérance des plantes aux conditions envenmamtales, aux pesticides et aux
polluants: identification de marqueurs de tolérasce

Au cours de ce travalil, les effets du stress hydrisur deux variétés de lentilleefis
culinaris) sont étudiés :

- Au niveau morphologique par la mesure de la sevise linéaire de la partie
aérienne.

- Au niveau physiologique par le dosage de certgiagametres associés a la
photosynthese (sucres solubles et pigments phdtasigues) ainsi que la mesure de
la teneur relative en eau et les teneurs en prelipeotéines totales.

- Au niveau des membranes cellulaires par le doshee substances réactives a
I'acide thiobarbiturique dont le malonyldialdéhyelela mesure de la fuite relative des
électrolytes.

- Au niveau du systeme de protection par la mesla® activités enzymatiques
catalase et ascorbate peroxydase et la mise eanéeidies protéines de stress par la
technique d’électrophorése SDS-PAGE.

-l



Synthese
bibliographique



Synthése bibliographique

[I- Généralités
[I.1- Description de Lens culinarisL.

Le matériel végétal utilisé dans cette étude eitritille Lens culinarisL (Adess en arabe,
Lentille, Lentille alimentaire, Lentille comestibleentille cultivée en francais et Lentil en
anglais).

La lentille Lens culinarisL.) appartient a la famille des légumineuses. Cigst plante
annuelle de 20-40 cm de hauteur. Les feuillesipulss entieres, sont composées de 5-7
paires de folioles oblongues-obtuses qui se tembiee vrille simple ou bifurquée. Les
fleurs sont fixées sur des pédoncules aristés dgptasque la feuille. Les fleurs sont d'un
blanc bleuatre de 5-7 mm de longueur avec un ecalidents égales, sétacées, la corolle est
un peu plus courte que le calice. Le fruit est gmesse de 15 mm sur 8-10 mm, contenant 2
graines lenticulaires, jaunatres ou brunes.

C’est au Moyen-Orient que 'on a commencé a cultladentille, il y a environ 7 000 ans.
Aujourd’hui, I'lnde, le Canada, la Turquie, I'Auatie, le Népal, les Etats-Unis, le
Bangladesh et la Chine sont les principaux produstmondiaux de cette culture. C’est une
plante de saison fraiche au systeme racinairediniti affiche une tolérance modérée aux
températures élevées et a la sécheresse. Ellelare tmicunement les sols gorgés d'eau,
inondés ou a salinité élevée. La lentille est miadaptée aux zones tempérées fraiches. La
graine est principalement consommée comme sourpeotiines dans divers produits allant
des potages aux desserts. Renfermant 25 % denawtdlle ne céde qu’au soja comme
source de protéines assimilables. Excellente saecgtamine A, elle fournit de la fibre, du
potassium, des vitamines B et du fer (Bulletin biswesl canadien, 2000).

Les cing premiers importateurs de lentilles sontSke Lanka, 'Egypte, I'Algérie, la
Colombie et 'Espagne. Les principaux exportatesost notamment le Canada, I'Inde,
I'Australie, la Turquie, les Etats-Unis et la Chine

[I.2- Stress et plante

Lorsque les facteurs externes sortent des condibptimales de croissance de la plante, ils
provoquent un stress. Ce stress peut étre provpgquéles organismes vivants « stress
biotique » ou bien par des exces physiques ou ghbiesi de I'environnement « stress
abiotique ».

[1.2.1- Les phases successives du stress

Selon Selye (1936), 'organisme sous les conditEtnsssantes passera par une succession
de phases caractéristiques (Fig. 1).

[1.2.1.1- La phase d’alarme: elle commence lorsqu’une contrainte survient areani
cellulaire. Elle débute par la déstabilisation d'gertain nombre de structures (les
membranes) et d’'un certain nombre de fonctionscgssus biochimiques et métabolismes
énergétiques) indispensables pour la poursuite aleroies activités vitales de la plante. Le
catabolisme I'emporte sur I'anabolisme ; c’estdaation fondamentale de stress.
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Puis il y a une apparition rapide des processugkration et de restauration de I'état initial
par la synthese de molécules de protection; clastréaction de restitution ou de
récupération. Si le facteur de stress disparajitaitetour a I'état initial.

11.2.1.2- La phase de résistancelorsque le facteur de stress continue ou bienesigifie,

la plante accentue ses processus de protection a@wearition de certains nouveaux
caracteres. L'exposition graduelle au stress indeg modifications physiologiques et fait
gue la plante augmente sa résistance, survit, ®inc@ a se reproduire au cours de la
période de stress : c’est I'endurcissement. L'ecidgement est une acclimatation au stress
et correspond a une étape de résistance maxin@alées modifications induites au cours de
cette étape ne sont pas transmises aux génératimamtes, mais la plante les garde toute sa
vie.

Si l'intensité du stress reste stable il y a passatiétape de I'ajustement ; au cours de cette
étape, un haut degré de résistance est développe plante, alors s’ensuit un retour a une
situation d’activité normale.

11.2.1.3- La phase d’épuisement lorsque le stress continue, ou si l'intensité fiedeurs

du stress augmente, cette phase peut se mettréaem gvec apparition de dommages
irréversibles dus au facteur stressant lui méme battaque de prédateurs ou de parasites,
menant ainsi a I'effondrement des fonctions ddaate.

La réponse au stress est donc une interaction Eetfert de s’adapter et les processus
potentiellement |étaux dans le protoplasme. Lareamte, 'adaptation et la résistance sont
des parties interconnectées de I'événement eiBayd., 1936).

Phase
d’'alarme Phase de résistance Phase d’épuisement
- / Maximum de
= ., £l
5} = resistance
= Q
— = 5] =
® = / % 3 Marge
= B A B 2
N S g 2 = normale
. . = Aoy |
£ Z = <.
= ¥ QO 5
i e Minimum de
résistance
Dommages aigus Dommages chroniques

»
»

»  Durée du stress

Figure 1 : Les phases successives d'un stress (d’apres 38138,).
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11.2.2-Le stress hydrique

Parmi les stress abiotiques, le stress hydriquphégiae peut se définir comme un déficit de
disponibilité en eau pour la plante. L'origine de aéficit peut provenir d’'une sécheresse
d’une salinité excessive du sol ou du gel qui patallisation des molécules d’eau diminue
sa disponibilité¢ Néanmoins, un stress hydrique peut étre provogssi par un exces d’eau
dans I'environnement de la plante.

Selon Kramer (1980), le stress hydrique est un @@inphysiologique, il s’agit d’'une
perturbation du fonctionnement physiologique norm@ll’'organisme. Le stress hydrique
dépend donc a la fois de I'espéce et du procedsysighogique considéré, ce qui le rend
difficile & définir. Pour cette raison, Levitt (1®)y/préfere parler de contrainte hydrique qu'il
définit comme le ratio du stress hydrique et deélsistance du processus physiologique
considéré. Cette définition, qui nécessite de dfi@né la fois le stress et la résistance étant
difficilement applicable, la définition de Kramelr9B80) sera préférée dans cette étude.

Un stress hydrique provoque chez la plante toute série de modifications histo-
anatomiques, morphologiques, physiologiques et Imoétpes (Passioura, 1982), telles
I'orientation de la croissance vers la réductiarvdlume ou de la surface foliaire (Djebbar,
1991) un épaississement des feuilles limitantdagpiration (Vidakt al, 1981 ; Delgadet
al., 1992). Le systeme racinaire devient plus impartanvue d’'une optimisation de I'apport
en eau du sol (Huaktal., 1983).

Une insuffisance en eau peut induire une rédudela photosynthese et de la transpiration
liée a la diminution du potentiel hydrique (Bens&889 ; Djebbar, 1991) et a la fermeture
des stomates (Schulze, 1986 ; Bensari, 1989).

Un stress hydrique sévére est accompagné d’unauliion de la quantité du CGdixé, cette
diminution est due non seulement a la fermeturestimmates mais aussi a la réduction de
I'activité de la ribulose 1-5 diphosphate carboggldéCastrillo et Truijillo, 1992).

L'acide abscissique est I'hormone principale petargtde réguler la tolérance a ces stress.
Un de ses réles principaux est de maintenir I'hastesoe osmotique des cellules, grace a la
fermeture des stomates et a I'induction de génda tt#érance au stress hydrique (Henson,
1984 ; Mohopatrat al, 1988 ; Creelmastal., 1990).

Au niveau cellulaire, un déficit hydrique provoqlee perte de la turgescence cellulaire
(Skiver et Mundy, 1990). Une accumulation de cor@paa faible poids moléculaire peut
contribuer a I'ajustement osmotique pour le maimte la turgescence cellulaire.

11.2.3- Le statut hydrique de la plante

Le statut de I'eau dans la plante est déterminél@ax notions selon les auteurs.

[1.2.3.1- La teneur relative en eau TRE ou RWC (relative water content)

Cette notion a été proposee par Clark et McCaigZ),.%Schonfelct al. (1988) et Matinet

al. (1989) ; elle consiste a déterminer en pourcentagguantité d’eau présente dans les

feuilles. Elle permet d'estimer le statut de I'ed@ la plante, et en particulier le déficit
hydrique. Sa mesure nécessite peu de moyens d@mseihble. La teneur relative en eau est

e
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fortement liée a I'environnement c’est a dire qaeariation de la quantité de I'eau dans le
milieu influe sur la quantité de I'eau dans lesnpds. Une TRE élevée permet le maintien de
la turgescence cellulaire chez ces plantes, ce pguet I'ouverture des stomates;
I'assimilation du carbone et donc une bonne aétighiotosynthétique, ainsi que I'élongation
cellulaire (Meyer et Grenn, 1981).

11.2.3.2- Le potentiel hydrique foliaire : ou potentiel chimiqu#.

Cette notion a été proposée par Roy (1980) et apgtayee par Katerji et Cruiziat (1985) et
Kramer (1983). Ces auteurs pensent qu'il est pméférd’utiliser le potentiel hydrique
foliaire du fait que les valeurs des potentielsrigues du sol et de la plante régissent les
flux hydriques du continuum sol-plante-atmosphéragissent de plus sur la plupart des
processus intervenant dans la croissance le déweiognt et la reproduction. Le potentiel
hydrique fournit une description thermodynamiqud'el®u dans la plante et il constitue une
force motrice du mouvement de I'eau. Le potentigrigque cellulaire est inférieur a celui
de I'eau pure, donc, sa valeur algébrique est ndgat peut étre exprimé par unités de
pression : Pa, Atm, Bar.

Les composantes du potentiel hydrique peuventréstemées par I'équation suivante :
Y =IIs HIm +P

IIs : Potentiel osmotique.
ITm : Potentiel matriciel.
P : Potentiel de turgescence de la cellule.

Le potentiel osmotiqug//s) mesure I'énergie de rétention de I'eau cellulgde les
substances solubles (ions, sucres, acides organgd@nines..).

Le potentiel matriciel (/Im) dépend des forces de rétention de l'eau dans les
microcapillarités des parois cellulaires et destarces hydrophiles du cytoplasme.

Le potentiel de turgescen¢®) mesure la force des pressions exercées par la leapao
I'intermédiaire du cytoplasme sur la paroi.

Pour maintenir un flux d’eau du sol vers les ragjra plante doit maintenir le potentiel
hydrique des racines inférieur a celui du sol. Dénscas contraire, il y a perte de
turgescence et la plante perdra de I'eau. En stude stress hydrique, le potentiel hydrique
du sol s’abaisse, la plante doit alors répondralsissant également le potentiel hydrique
des racines et peut pour cela, diminuer la pressiécanique exercée par les parois (début
de plasmolyse) ou moduler la pression osmotiquaugmentant 'osmolarité de la solution
cellulaire par accumulation de solutés ou osmoticure mécanisme est appelé
osmorégulation.

I1.2.4- Les stratégies de réponses

Les réponses de la plante sont multiples et saicer$ sont spécifiques d’'un stress, d’autres
sont des réponses communes aux agressions ex¢érieur
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Chaque espéce va répondre au stress par des isgatiy résistance différentes lui
permettant de survivre. Chaves al. (2003) détaillent les mécanismes de résistanize a
sécheresse. lls sont groupés en trois catégorigsens® ces mécanismes ne sont pas
exclusifs et gu'une plante combine toute une gamengypes de réponses:

a- L’échappement (ou évasion)concerne les especes capables d’accomplir leue del
vie avant que le déficit physiologique en eau eintenne. C’est la stratégie adaptée par les
plantes des régions arides effectuant leur cygeodrictif aprés une pluie et dont les graines
supportent de longues périodes de sécheresse.dfretiEgie ne s’'applique pas aux plantes
pérennes comme les arbres.

b- L’évitement : consiste a maintenir le potentiel hydrique et dtémau maximum les
pertes d’eau par transpiration pour se prémunifedgosition au stress. Certaines plantes
ferment trés rapidement leurs stomates, d’autregeint la masse foliaire, présentent des
feuilles modifiées ou conservent les feuilles agems se protéger du rayonnement solaire.
Les feuilles sont aussi parfois munies de cuticdlpaisses. Une allocation du carbone
privilégiant un systéme racinaire profond et dépplbpermet également d’optimiser I'acces
aux ressources en eau.

c- Les plantesolérantes mettent en ceuvre des mécanismes leur permettatpgperter le
stress. En diminuant le potentiel hydrique ellesntiennent la turgescence par I'ajustement
du potentiel osmotique, obtenu par accumulatioondi minéraux et/ou de composés
organiques.

Les especes ne présentent pas toutes la mémecipdadi réponse au stress. Certaines
caractéristiques sont déterminées geéneétiquemerilt yjlait présence du stress ou non,
comme un systeme racinaire profond, un systémaifeliconstitué d’aiguilles ou un
fonctionnement photosynthétique du type CAM. Lastésce d’'une plante a un stress sera
une combinaison des caractéeres constitutifs dpdEs et de sa plasticité propre. Une plante
pourra donc étre considérée comme appartenant &spere évitante (ex : morphologie
constitutive) mais d’une variété tolérante (exapacité induite d’ajustement du potentiel
osmotique).

[1.2.5- Les conséquences du stress hydrique
11.2.5.1- Limitations de la croissance des organeate la plante

Les réductions de croissance sont l'une des presi@anifestations du déficit hydrique
(Kramer et Boyer, 1995 ; Saab et Sharp, 2004).sBElke produisent soit directement au
travers d'une réduction de vitesse de croissamieinsglirectement en réduisant le nombre
d'organes (feuilles). La limitation de la croissarioliaire est un mécanisme adaptatif qui
permet de réduire la transpiration.

- La réduction de vitesse de croissance foliaire emejeu plusieurs mécanismeksa vitesse

de division cellulaire décroit (Graniet al., 2000), les parois cellulaires, qui doivent se
déformer pour permettre la croissance cellulaiezjehnent plus rigides (Cosgrove, 2005),
la turgescence décroit (Bouchab&keal., 2006). Chacun de ces phénoménes met en jeu
plusieurs familles de génes dont les régulationsame qu'imparfaitement connues (Kiati

al., 2007).
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- L'architecture de la plante est profondément rfiédi: Un déficit hydrique, méme tres
modeéré et ne présentant pas de symptomes flagsgntisgduit chez beaucoup d'espéeces par
une modification importante de l'architecture deplante. Chez la vigne le nombre de
ramifications et le nombre d'organes élémentaphgtomeres) de la tige sont drastiquement
réduits (Lecoeuret al., 1995 ; Belaygueet al., 1996 ; Lebonet al., 2004). Chez les
graminées, le nombre de talles est réduit en caefilgt hydrique (Courtoist al.,2000).

Les racines sont les organes dont la croissanda estins affectée, par rapport aux parties
aériennes, végétatives et reproductrices (Soaroeeys, 2007). La régulation des genes
affectant la croissance est assez nettement ditl2hez les racines et les parties aériennes
(Wu et Cosgrove, 2000).

11.2.5.2- Effet du stress hydrique sur la photosyrtiése

Lors d’'un déficit hydrique, I'activité physiologigude la feuille, et plus particulierement la
photosynthése et la conductance stomatique soattééfs (Lowlor, 2002 ; Lowlor et

Cornic, 2002). La réduction de la photosynthéss & la diminution du potentiel hydrique
foliaire, est supposée dépendre a la fois :

v de la fermeture des stomates, avec pour conséqueneediminution de la
conductance a la diffusion du GO

v' d’une limitation biochimique du chloroplaste a fixe CG, (Graam et Boyer 1990),
probablement associée a la régénération limitamtRidulose Biphosphate, substrat
du cycle de Calvin (Gimene al., 1992).

La conductance stomatique diminue lors de I'abaiese du potentiel hydrique. Le contrdle
de la régulation stomatique fait intervenir la ®ggence cellulaire mais également des
messagers racinaires, comme l'acide abscissiqué)ABavis et al., 1994 ; Sauteet al.,
2001).

La turgescence cellulaire intervient quant a eflenthniére plus ou moins directe au niveau
du chloroplaste : directement par le maintien duume du chloroplaste (Gupta et
Berkowitz, 1987), et indirectement, par son effet $ouverture stomatique, qui en
contrélant la conductance au &©onditionne l'utilisation de I'énergie photochijme (ATP,
NADPH) dans le chloroplaste. La non-utilisationad#te énergie peut induire ou exacerber
des phénomeénes de photo-inhibition. Ceux-ci sauisadt par la diminution, plus ou moins
rapidement réversible, du potentiel photochimidige a l'activation des mécanismes de
dissipation de I'énergie, et/ou a la destructiamppement dite des photosystemes Il (PSIIs).

11.2.5.3- Le stress oxydatif

Une conséquence des stress environnementaux, aumprde stress hydrique, est
'apparition d’'un stress oxydatif, c’est-a-direckaimulation d’espéces réactives de I'oxygene
ou ("reactive oxygen species”, ROS), qui endommialgsnstructures cellulaires (Appel et
Hirt, 2004). Dans des conditions optimales, lesillEs) sont dotées d’enzymes et de
métabolites antioxydants suffisants pour faire fage ROS. De nombreux travaux montrent
gue des enzymes telles que des superoxide dismuia€d), des ascorbate peroxydases
(APX), des catalases (CAT) et des glutathion pelasgs (GPX) s’accumulent pendant le
stress hydrique (Flexast al., 2006). La capacité du systéme antioxydant est mé@tante
pour maintenir I'intégrité du systeme photosyntipééi lors d’'une contrainte hydrique.

)
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Le terme "espéces réactives de I'oxygene" désigmeadicaux libres de I'oxygene (oxygene
singulet, I'Q, radicaux superoxydeQ, radicaux hydroxyl,OH, monoxyde d’azote NQ
...). Il désigne aussi certains dérives oxygénés tiffaaon-radicalaires de toxicité
importante (principalement le peroxyde d’hydrogere(O,, qui se décompose en deux
radicaux hydroxyleOH).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques adamp un électron périphérique non
apparié. L'atome ou la molécule est alors instatrfes réactive et cherche a acquérir un
autre électron ou a transférer I'électron célibbataiers une autre molécule. Si son instabilité
est faible, le radical libre correspond a une étaptermédiaire d'une réaction
d’'oxydoréduction classique et est sans conséquededés lorsque son instabilité est
importante, il devient un compose tres réactifeattcéder son électron surnumeéraire a toute
molécule se trouvant a proximité. Les radicauxelibse caractérisent alors par leur tres forte
réactivité et une espérance de vie courte.

[1.2.5.3.1- Les sites de formation des ROS

Chez la cellule animale, la mitochondrie est |e sitajeur de la production des ROS.
Contrairement aux cellules végétales pour lesguele production des ROS est
majoritairement liée aux activités photosynthétigtg@hotorespiratoire. Le flux d’électrons
a travers la chaine photosynthétique excéde dedald® fois de celui de la mitochondrie et
la production de superoxyde par les mitochondresveaisemblablement nettement plus
faible que celle du chloroplaste (Foyer et Noc2®Q3) (fig. 2).

Chloroplaste

Les ROS sont principalement formés au niveau du @SICII et du centre réactionnel) et
du coté accepteur de PSII. Pour le PSIl, ce satchdorophylles qui peuvent étre une
source de ROS. En effet, un transfert d’énergieedatchlorophylle & I'état triplefChl) et
I'oxygéne au niveau du PSII produit 'oxygéne silegu’O,). Pour le PSI, c’est au niveau
de la ferrédoxine/NADP oxydoréductase que [Xest réduit en © (ion superoxyde)
(Niyogi, 1999; Wise, 1995). Enfin, la dégradatiam pkeroxyde d’hydrogene ¢8,) par la
voie de détoxification fait apparaitre des oxydagitséducteurs forts comme : H@adical
hydroxyl), MDHA (monodéhydroascorbate), DHA (déhyalscorbate) et GSSG (glutathion
oxydé) (Wise, 1995) (fig. 2).

-



Synthése bibliographique

MDHA

@;
—5 BhE
-
s%»s

H.0,
= - -
o NADP  NADPH o z Yy
l ), NARPH NADP
o, L/v
Fd JFNR Fd FNR
thylakeidienne PSI

Figure 2: la production des radicaux libres et leur détoatfion au niveau de la chaine
photosythetique. PX: ascorbate péroxydase; AA/ObiMmes réduite/oxydée dg
I'ascorbate; DHAR:déshydroascorbate réductase; @Eghydroascorbate; Fd:ferrédoxune;
FNR:ferrédoxine:NADP oxydoreductase ; GR glutathi@ductase ; GSH/GSSG:fornme
reduite/oxydée du glutathion; MDHA: monodéshydembate; MDHAR:
monodéshydroascorbate reductase ; PSI photosysi@ger et Noctor, 2000).

Le peroxysome

Au niveau du peroxysome, 130, est principalement généré par la photorespiratefi;
oxydation des acides gras, les flavines oxydasess He la photorespiration, 120, est
produit en grande quantité par la glycollate oxgddlsexiste également dans la membrane
peroxysmale un site de production @’QIADPH-dépendant, qui est apparemment formé
par une petite chaine de transfert d’électronsisatit 'O, comme accepteur, avec la
production cytosolique d'©Q Le peroxysome est également le site de produdiéofpxyde
nitrique : le NO produit par la NO synthase, pa&sgir avec le radical Opour former un
radical dangereux, le peroxynitrite (Corpasl, 2001).

La mitochondrie

Chez les plantes, seule une petite partie de ¢@sommeé par les mitochondries est a
I'origine des ROS. Cette production des ROS pengt &igmentée quand la respiration est
limitée par un manque d’ADP, condition qui favoriaeggénération de I'ubisemiquinone, qui

est capable de réduire directement,l&h Q (Boverriset al, 1976). Chez les plantes, les

complexes | et Il sont considérés comme étansites principaux de formation des ROS,
dans la mitochondrie (Mgller, 2001).

La membrane plasmique
La NAD(P)H oxydase liee a la membrane plasmiqueaeistée lors d’'un stress, et produit

donc une grande production de Qui est converti par la suite enn®$ ( Lamb et Dixon,
1997, Mittleret al, 1999).
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Figure 3 : Sites de production intra-organites des formestinéss de I'oxygene (ROS)
dans la cellule végétale (Paretal., 2008)

11.2.5.3.2- L'effet des espéces actives d’oxygena ses compartiments cellulaires

Le danger des ROS vient de leur trés forte réaétigui entraine des phénomenes
d’oxydation en chaine. lls sont incriminés danddaactivation de certaines enzymesdH
est responsable de l'inhibition de certaines enzydwecycle de Calvin) et dans l'attaque de
certains composants cellulaires (Appel et Hirt, A00Is interagissent avec les bases
puriques et pyrimidigues de I'ADN. lls peuvent dussquérir de I'hydrogene de
nombreuses molécules biologiques, comme les tl{RISH) pour former des radicaux
soufrés toxiques. Mais surtout, les radicaux libesst connus pour réagir avec les
membranes jusqu'a entrainer leur destruction. dist n particulier a I'origine de la
peroxydation des lipides membranaires qui entrdmeproduction de peroxydes et
d’hydroperoxydes lipidiques @t fine la formation dOH. Ces derniers, formés a proximité
des membranes, peuvent a leur tour attaquer léseshd'acides gras.

Péroxydation des lipides

Lors d'un stress oxydatif, les acides gras polyungs des membranes sont facilement
peroxydés.

La peroxydation des lipides se fait en trois étapistinctes : l'initiation, la propagation et la
terminaison. La réaction d’initiation entre un acidras polyinsaturé (LH) et le radical
hydroxyl (R) conduit a une déshydrogénation de l'acide gramdnt ainsi un nouveau

radical libre carboné possédant un électron lilre [a réaction de propagation permet

o
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ensuite a I'oxygéne moléculaire de réagir aveattical précédent pour former le radical
peroxyle (LOOQ. Ce dernier arrache a son tour un atome d’hydrmgeun nouvel acide gras
pour former un hydroperoxyde (LOOH) et un nouveadical d’acide gras qui s'oxyde a
son tour, assurant la propagation de la réaction.

HO + LH — H,O, + L
L'+ 0O, — LOO
LOO + LH — LOOH + L
Les hydroperoxydes étant relativement instablsgelivent en présence de fer, participer a
la réaction de Fenton et entrainer la formatiomadlical hydroxyl (OH).
La réaction de peroxydation se termine lorsque dadicaux lipidiques se rencontrent, ou

lorsque le radical lipidique interagit avec un argidant liposoluble tel qued’tocophérol (-
TOH) (fig. 4).

Initiation

Réaction de Fenton

LH Propagation
Fos <~

LOOH LOO-
L( )

OH
Terminaison

a-TOH o-TOr

Figure 4 : schéma de péroxydation des lipides membranaires

Le MDA libre connu comme produit majeur de la pemation des lipides est considéré
comme un marqueur de stress oxydatif chez de narsdseplantes stressées. Le MDA, en
S’attachant aux autres molécules cellulaires proeates dommages au niveau de la plante :
il entraine des perturbations de la micro-architectles membranes, altére leur perméabilité
et peut réagir avec les fonctions amines ou tldeks protéines ainsi qu’avec les molécules
d’ADN.

11.2.5.3.3- Les systémes de détoxification
Le systeme antioxydant détruit les ROS afin de epxé&s l'intégrité de la cellule. Ce

systeme fait intervenir des molécules enzymaticgieson enzymatiques qui ne sont pas
réparties de fagon uniforme dans la cellule (Bragl, 2000).
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a- Le systéme non enzymatique

Le terme antioxydant décrit un composé capableétielide les ROS sans suivre lui-méme
de conversion en radical libre destructif. Parmaidatioxydants non enzymatiques on trouve
la vitamine E, la vitamine C, les flavonoidespiearoténe. Les caroténoides sont impliqués
dans ce mécanisme via le cycle des xanthophyllasn(i-Bosch et Alegre, 2000). Les
tocophérols protégent les membranes des chloreglasies mitochondries et des
peroxysomes. Les deux principaux antioxydants tphase soluble sont I'ascorbate et le
glutathion. lls sont impliqués dans un cycle enziygue, dit cycle ascorbate/glutathion, qui
permet leur régénération quand ceux-ci sont oxydlés.sont présents dans tous les
compartiments cellulaires (Foyer et Halliwell, 1976

v Vitamine E : la-tocophérol est une molécule liposoluble, son @étantioxydante
comprend : la protonation des radicaux peroxyledaetxyles des acides gras membranaires,
permettant ainsi la terminaison du mécanisme dexgdation des lipides; la vitamine E
intervient aussi dans la réduction des radicawedittarbonyles et oxyles d’acides aminés,
préservant ainsi la structure des protéines merabem

v' L’acide ascorbique, ou vitamine C: une moléculerbgdluble ayant a la fois un réle
pro-oxydant et antioxydant. Son activité antioxyeamst comparable a celui de-I
tocophérol au niveau des compartiments hydrophiéea cellule. Il est capable de réduire
I'anion superoxyde ainsi que les radicaux hydroxyperhydroxyles et péroxyles.

v/ Caroténoides : en plus de leur réles en tant quragaits accessoires dans la collecte
de I'énergie lumineuse, ils interviennent en tam@gtioxydants ; leur action antioxidante
repose sur leur capacité a piéger I'oxygéne sihytmung et Britton, 1990) et a neutraliser
les radicaux peroxyls. Ces pigments liposolubles¢palementp- caroténes) participent
également a la prévention de la production de RE® par la désactivation des
chlorophylles triplet, soit par la dissipation dextes énergétique au travers du cycle des
xanthophylles (Demmig-Adams et Adams, 1993).

v Glutathion stocké dans la cellule, il participeal&toxification des peroxysomes en
partenariat avec la Glutathion Peroxydase. De plyspsséde une forte affinité pour les
eléments électrophiles. Ainsi le GSH se fixe s tgFoupements réactifs grace a la
Glutathion S-transférase et les neutralise. Leoubks devenues inoffensives sont ensuite
eliminées. De méme, le GSH peut se fixer sur desipgments thiols oxydés des protéines
pour les neutraliser en attendant la renaturatéeola grrotéine (Hayes et McLellan. ; 1999).

v" Flavonoides : ils sont issus du métabolisme sed@ndbont également un important
effet antioxydant : la désactivation de l'oxygeéerniagslet, qui est di a leur structure
phénolique (Tournairet al,1993 ; Benov et Georgiev, 1994), le scavengingig® et OH
(Gould et al, 2002). Ces composés protégent également leseplaes radiations UV et
dégradent les ROS générés par ces radiations

v Différentes fonctions physiologiques sont attritgigax polyols tels que le mannitol:
des études vivo (Shenet al, 1997) etin vitro (Smirnoff et Cumbes, 1989) ont montré le
pouvoir de piégeur de ces polyols. De plus, dedestuécentes sur le polyol galactinol et le
sucre raffinose ont révélé leur role dans la ptaiecdes plantes contre les dommages
générés par les ROS. En effet, une augmentaticaceitulaire de ces deux composés chez
des plantes transgéniques a pu étre corrélée augmeentation de tolérance au traitement
par le méthylviologéne (ou paraquat), qui générewfperoxyde, ainsi qu’au stress salin et
au froid (Nishizawaet al,, 2008).
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Le cycle ascorbate/glutathion

Le principal systeme de détoxification des ROS disschloroplastes est le cycle de
I'ascorbate/glutathion. Au cours de ce cycle, Ishyéroascorbate (DHA) réagit avec le
glutathion sous forme réduite (GSH) pour produiee l'dscorbate et du glutathion sous
forme oxydée (GSSG). L'ascorbate est alors oxydéHp@, et redonne du DHA, alors que
le GSH est régénéré a partir du GSSG en présendADPH et H.

H. O,

LOoOH GSH MaDP
Glut ai hion Giut athion
peroxydase reduct ase

LOH GCESG MNADPH
Y
H_O
Figure 5 : Cycle du glutathiofRousseau, 1999)

b- Les systemes enzymatiques

Les principaux acteurs de cette détoxification deatsuperoxydes dismutases (SOD), les
ascorbate peroxydases (APX), les catalases (CA&$)nlonodehydroascorbate réductases
(MDAR), les dehydroascorbate réductases (DHARkstdlutathion réductases (GR) (lba,
2002).

b.1- les superoxydes dismutases

Les superoxyde-dismutases (SOD) sont des métaliopes qui jouent un réle important
dans la défense contre les ROS. Elles éliminent,upa réaction de dismutation, I'ion
superoxyde (@), formant a partir de deux superoxydes une moéedibxygene et une
molécule de peroxyde d’hydrogene.

Les plantes possedent de nombreuses isoformes Be ISOmécanisme réactionnel est
catalysé par un métal situé au coeur de I'enzyse nature permet de différencier trois
groupes d’enzymes : la MnSOD majoritairement préselans les mitochondries et les
peroxysomes, mais également dans le cytosol, IZn@@D présente dans le cytosol, ainsi
gue dans les mitochondries et les chloroplastéa EESOD localisée dans le cytosol, les
chloroplastes, les mitochondries et les peroxysd@issheret al.,2002).

De nombreuses études utilisent aujourd’hui des t@sartransgéniques ou des clones
surexprimant des ADNc de SOD (Bowletr al, 1991; Perkt al, 1993) et présentant une
augmentation de l'activité enzymatique correspotela@ertaines de ces expérimentations
ont abouti a une amélioration de la tolérance esstoxydatif (Bowleet al, 1991; Perkt

al., 1993).
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b.2- La catalase

La catalase (CAT) est une enzyme importante dapsolaction face au stress oxydant chez
tous les organismes aérobies. Elle catalyse, dmfagtrémement rapide, la dismutation du
peroxyde d’hydrogéne en oxygene et en eau, pratégéasi les cellules des effets oxydant
causes par une augmentation goH

De nombreuses isozymes de CAT sont retrouvées lebgalantes, il existe trois types de
catalases, qui sont trés similaires dans la ségudadeur géne, mais qui sont impliquées
dans des processus cellulaires distincts (Willekehsal, 1994). La premiére classe
comprend les genes fortement exprimés dans ledlelgudépendants de la lumiere et
impliqués dans la détoxication dy®} produit durant le processus de photorespiration.

Les catalases appartenant a la deuxieme classelistitiuées dank plante entiere, avec
une préférence pour les tissus vasculaires. Geesas des catalasesdées paCAT1lchez
Arabidopsis thaliangFrugoliet al., 1996) ouCAT2chezNicotiana plumbaginifoligSuzuki

et al, 1995). Enfin la troisieme classe est abondamtes des graines et les plantules,
suggérant son implication dans I'élimination duChl des glyoxysomes (Willekeret al,
1994). C’est le cas de la catalase codéeedgdar3chezArabidopsis thaliangFrugoliet al,
1996)

L’augmentation des ROS, en réponse a des streSguas et abiotiques chez des plantes
transgéniques privées de catalase, a réveélé l'itapoe de ces enzymes dans la tolérance
des plantes au stress oxydant (Willekenal., 1997). Néanmoins, la réponse des différentes
isozymes semble étre variable en fonction des tgipestress.

b.3- Les ascorbates péroxydases

L'ascorbate peroxydase (APX) joue un role imporans le métabolisme du peroxyde
d'hydrogéne chez les végétaux supeérieurs (Shigetakia 2002) ; elle fait partie du cycle de
Halliwell-Asada, ou cycle de I'ascorbate-glutathisystéme de défense tres efficace pour
limiter les ROS qui conduit a la dégradation deObHen HO et en Q@ sans production
secondaire d’'un autre ROS. Bien que ce cycle @ibi&n étudié dans les chloroplastes, il est
egalement présent dans le cytoplasme, les peroxgsah les mitochondries (Foyer et
Halliwell, 1976; Asada et Takahashi, 1987).

La premiére identification des APX s’est faite ddes chloroplastes intacts isolés et les
algues (Gordon et Beck, 1979; Shigeataal, 1980;. Nakano et Asada, 1981). Dans les
chloroplastes, les APX ont au moins trois formédfeintes: APX thylacoides qui sont liées
a la membrane des thylacoides, et APXS stromalksrehales qui sont présentes en tant
gu’isoformes solubles (Asada, 1999; Shigeekal, 2002;. Mittleret al, 2004).

Mittler (2002) décrit TAPX comme un modulateur diveau de I'HO, dans la cellule (les
catalases étant les enzymes mises en jeu en faateconcentrations eny@y).

La fonction d'APX est dépendante de la disponéiih acide ascorbique réduit (Fig 6), et
dans certains cas, en glutathion réduit (Polle 1200

L’ascorbate peroxydase pourrait donc fonctionnemme une partie du systeme
d’enlevement de $D, des plantes permettant de contrbler le niveavéti Istationnaire de
H,0, utilisé pour la signalisation cellulaire au codtsstress biotique ou abiotique.
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Figure 6 : Schéma des principales voies de détoxificatesmRIOS (Reactive
oxygen species) (Brast al.,2000)

[1.2.6- L’ajustement osmotique

Lors d'une déshydratation, le maintien du potertigdrique s’exprime par un maintien de
la turgescence cellulaire, rendu possible gracéjastement osmotique (Ramanjulu et
Bartels, 2002) qui est un paramétre essentiel deéssstance au stress. Les solutés
accumulés ont un poids moléculaire faible, un pHtme sont non toxiques, chimiquement
divers, trés solubles dans l'eau et n’interféremis pavec le métabolisme cellulaire
(Ramanjulu et Bartels, 2002). Ces solutés sontléppesmolytes ou solutés compatibles
(Serraja et Sinclair, 2002). Les osmolytes incluges ions (K par exemple), des sucres
solubles ou des acides aminés (notamment la preline glycine bétaine) (Serraja et
Sinclair, 2002).

Plusieurs exemples montrent une modification depfession des genes impliqués dans les
voies de biosynthése d’osmolytes en réponse aaitdéfidrique. Par exemple, I'expression

P
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simultanée du géne de ddpyrroline-5 carboxylate synthétase (P-5-CS) etfaession du
gene de la proline déshydrogénase (ProDH) conduiteaaccumulation de proline pendant
le déficit hydrique (Yoshibat al, 1997). Un transporteur (Le ProT1) de la prolnété
eégalement induit par le stress hydrique (Schwastka., 1999). Ceci illustre la complexité
du métabolisme permettant I'ajustement du niveaprdkne.

L’accumulation des osmolytes est accompagnée paréotuction de I'efflux de I'eau des
cellules (Ramanjulu et Bartels, 2002) pour le mamte la croissance et du métabolisme
cellulaire. En permettant au cytosol d’accomplir@quilibre osmotique avec la vacuole, ces
solutés compatibles protegent les membranes dedisjales protéines et la machinerie
métabolique des dommages résultant de la déshidrafRathinasabapathi, 2000).

Les osmolytes peuvent contribuer a l'ajustementotigoe, mais également étre impliqués
dans d’autres mécanismes vis a vis du déficit kqydyi comme la détoxification des ROS
(Honget al.,, 2000).

11.2.6.1- La proline

La proline est un acide aminé cyclique a pH neutog, toxique pour la plante. C’est un des
solutés les plus stables et le plus distribué tdeplantes (Bonheet al, 1998).

L’accumulation de la proline, induite par les ssrgseut étre le résultat de trois processus
complémentaires : stimulation de sa synthese (Metral, 1969 ; Boggesst al., 1976),
inhibition de son oxydation (Stewatal., 1977 ; Rayapati et Stewart, 1991) et/ou alt@nati
de la biosynthése des protéines (Steetat., 1977).

Le glutamate et I'ornitine sont des précurseursaderoline. La proline est formée a partir
du glutamate via 2 intermédiaires, Glutamic senasijdle (GSA) eto-1pyrroline-5-
carboxylate (P5C), réaction catalysée par 2 enzy®?b€ssynthase (P5CS) en premiére étape
et P5C réductase (P5CR) pour la derniere étape.dun@oduction de la proline a été
observée chez des plantes transgéniques pouwdpggrroline-5 carboxylate synthétase
(P5CS) telles le tabac (Kavi Kishet al,, 1995), le riz (Zhwet al, 1998) et le blé (Sawahel
et Hassan, 2002) lors d’'un stress hydrique et .sBlas travaux réalisés chez le soja (De
Rondeet al, 2000) etArabidopsis(Nanjo et al, 1999a) transgénique pour le geié
pyrroline-5-carboxylate réductase et le géne cogaat la proline dehydrogenase (ProDH)
(Nanjoet al, 1999b) ont montré que I'accumulation de la p®lest positivement corrélée
avec la tolérance aux stress. Ces résultats ramfbr¢hypothése selon laquelle
'accumulation de proline est susceptible d'augereta performance en réponse au stress
hydrique.

Certains auteurs pensent que 'augmentation dudaua proline est un symptome de stress
(Hanson et Hitz, 1982) qui résulte d’'un déséquilidans les voies métaboliques. D’autres
auteurs trouvent que cette accumulation est deecapacité de la proline a jouer un réle
principal dans I'ajustement osmotique (Hatal., 1998), un rdle de protection des systémes
enzymatiques et membranaires (Albouehal.,1997) et aussi un role de source d’énergie,
de carbone et d’azote car sa synthéese est lieceétabolisme du sucre et a la respiration
(Zhanget al, 1982).

La proline a probablement de nombreuses fonctiams da protection de la cellule contre
les effets du stress osmotique, telles que la Istation des structures cellulaires, la
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prévention des effets des ROS et elle pourrait m@antciper a la signalisation du stress
(Nanjoet al, 1999).

La proline est aussi le précurseur de la prolineibé et I'hydroxyproline, excellents
osmoprotecteurs découverts chez certaines plasedatnilles Aizoacées, légumineuses,
rutacées et plumbaginacées (Rathinasabapathi,.2002)
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Figure 7 : Voie de biosynthése de la proline chez les plahi#soie dérivée du
glutamate est bien établie (fleches noires). Egeda voie de I'ornithine dont
'importance reste a déterminer. (Brayal., 2000)

[1.2.6.2- Sucres et dérivés

Si les sucres sont les éléments carbonés primsyrahétisés et distribués dans toute la
plante lors de la photosynthése, ils ont égalememble non énergétique d’osmorégulateurs
et d’osmoprotectants. L’augmentation de la teneusueres ou dérives, et leur role dans la
réponse aux stress hydriqgue a été montrée demuigelops chez de nombreuses especes
(Gorhamet al.,1981). L'accumulation de saccharose pendant lssshrgdrique est observée
chezC. plantagineumla déshydratation induit la conversion du 2-oztel un sucre a huit-
carbone, en saccharose (Bianehal, 1991). Cette conversion est corrélée a I'augatemt

de l'expression des génes de la saccharose syrfB83ect de la saccharose phosphate
synthase (SPS) (Ingraset al, 1997 ; Kleinest al, 1999). Ces deux enzymes (SS et SPS)
sont considérées comme principalement impliqguées da régulation de la synthése du

s
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saccharose (Peladt al, 1997 ; Dejardiret al, 1999). L'évidence d'un rdle de la SPS dans
'accumulation de saccharose pendant le déficitipyd a été fournie par une stratégie
antisens chez la pomme de terre: 'augmentatiosadeharose induite par le stress hydrique
a été completement supprimée chez les planteseastist par conséquent, les capacités
d’alimentation en eau et de croissance ont étéehaegt diminuées (Geigenbergsr al,
1999). D’autres plantes soumises aux conditionsl@shydratation sont caractérisées par
'accumulation d’hexoses (glucose, fructose...), eEsoa une augmentation de I'activité de
l'invertase acide vacuolaire (enzyme clivant leckarose en glucose et fructose) (Pelleschi
et al, 1999) dans les tissus ou l'activité de la saat®phosphate synthétase est faible
(Vanden, Ende et Van Laere, 1995).

Les sucres solubles peuvent provenir égalementhgidrblyse de I'amidon en glucose ce
qui explique la diminution de la quantité d’amidéoliaire durant la période de stress
(Bensari., 1989).

Certains auteurs ont mis en évidence le réle piedecde ces sucres solubles sur les
membranes, mitochondriales en particulier (Todd21.9Duffus et Ibinnie, 1990).

Des travaux sur le métabolisme du tréhalose, uacdigaride non réducteur composé de
deux molécules de glucose reliées entre elles patiaisona,a-1,1 particulierement stable,
ont révelé limportance des effets régulateurs déhalose sur la croissance, le
développement et les résistances aux stress (P2803). Le tréhalose et le tréhalose-6
phosphate seraient impliqués dans un grand nongrégilations, en interaction avec les
voies de signalisation des sucres solubles, tastefes mécanismes de ces interactions
restent a déterminer.

[1.2.7- Transduction du signal

Plusieurs familles de protéines (kinases et phdapha) semblent étre impliquées dans la
transduction du signal et dans la réponse au stiemsr role, s’il est difficilement
contestable, n’est pour l'instant pas encore tiés baractérisé ; en effet, les substrats de ces
enzymes sont le plus souvent inconnus.

[1.2.7.1- Les kinases

Les cascades de MAPK forment des modules de sigiialn souvent identifies chez les
eucaryotes. Elles fonctionnent par chaines de, tquisse phosphorylent I'une l'autre : une
MAPKK kinase phosphoryle sur un résidu sérine orédhine une MAPK kinase qui
phosphoryle une MAP kinase sur une thréonine ettymosine de sa boucle d’activation.
Cela provoque généralement la translocation deA®Kivers le noyau ou simplement son
déplacement a un autre endroit du cytoplasme, ¢& mhosphorylera des protéines
spécifiqgues. En amont de cette cascade, on trauweent d’'autres kinases ou des protéines
G (Bartels et Sunkar, 2005).

D’autres kinases que les MAPK ont un réle a la fiziss la réponse a une déshydratation et
a d'autres stress : ADR1 (activated disease resisjaprésente des homologies avec une
sérine/ thréonine kinase et est connue pour s@ndaéhs la réponse aux stress biotiques,
mais elle est aussi impliquée dans la toléranca dékhydratation en liaison avec ABI1
(Chini et al, 2004)[ABI1 est une phosphatase qui semble étre un résgulaégatif de la
réponse a I'’ABA dans les graines et chez les pdaauiestade végétatif (Leupgal, 1997)].




Synthése bibliographique

11.2.7.2- Les phosphatases

Il existe deux groupes importants de phosphatates phosphatases de phosphoprotéines
ou PPases qui déphosphorylent des sérines et désnites et les phosphatases de
phosphotyrosines ou PTPases.

D’aprés des résultats obtenus chez la levure, Té%ages se situent souvent en amont de
cascades de MAPK, qui en retour induisent leur esgion, formant ainsi une boucle de
régulation négative (Bartels et Sunkar, 2005).

11.2.7.3- Les phospholipides

Les phospholipides contenus dans les membranés pélosphatidyl inositol (PI) sont une
source de multiples molécules de signalisation.sOasa cellules de garde, l'inositol 1,4,5-
triphosphate (InsP3) qui dérive du Pl par I'actabone phospholipase C, le myo-inositol
hexakisphosphate (InsP6) et I'acide phosphatidgquet des acteurs majeurs de la fermeture
des stomates en réponse a I'ABA. L'InsP3 et l'acmleosphatidique, sont également
impliqués dans la réponse a la déshydratation ldareste de la plante.

11.2.7.4- Les ions C&"
Le calcium est un messager secondaire majeur digialisation du stress hydrique. Les

CDPK sont des kinases dépendantes dii. ®dusieurs d’entre elles sont induites par un
stress osmotique (Bartels et Sunkar, 2005).
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[1.2.8- Les protéines des stress

Les stress abiotiques sont a l'origine de dysfamctements protéiques. La plante va activer
de nombreux genes permettant d’accumuler des pestggarmi lesquelles des HSP (Heat-
shock protéins), des LEA.ate embryogenesis abundant proteins) et autr@secbnnes qui
vont jouer un rble de protection de la cellule.eElivont stabiliser les protéines et les
membranes et permettre de retrouver les conformafwotéiques actives en condition de
stress (Wangt al.,2003).

11.2.8.1- Protéines heat-shock

Historiguement, I'observation du savant italienARtossa sur I'expression des génes de la
Drosophila melanogastesiprés I'exposition a la chaleur fut le début delégouverte des

protéines de choc thermique. Le résultat étaitauggmentation de la synthese des protéines
qui s’est produite aussi par l'utilisation d’autfesteurs de stress tels que l'azoture, le 2,4-
dinitrophénol et le salicylate (Ritossa, 1962). @estéines ont par la suite été identifiées et
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nommeées protéines de choc thermique « heat schantkimp» (Hsps) (Tissierest al,
1974).

Etant donné qu’un déficit cellulaire en eau cawsddnaturation de certaines protéines, la
présence de chaperonnes permettant de les struetule les assembler correctement, est
essentielle a la mise en place de la tolérancdrasss Le role de certaines protéines heat-
shock (Hsp) est de ce type. Il a en particuliempébdivé gu’elles étaient capablesvitro de
contribuer a faire reprendre a des protéines dédeduleur configuration native et
d’empécher leur agrégation sous l'effet de la alvaleeeet al, 1995).

Les Hsp sont divisées en cing familles en fonctiena taille des protéines produites : les
Hsp70 (DnakK), les Hsp60, les Hsp90, les Hsp100)(&les sHsp (small Hsp) dont la taille
varie (<40 kDa). Si elles ont été mises en éviddace d’expositions a des températures
élevées, on les trouve également surexprimées derd’exposition des plantes a la
sécheresse, aux fortes teneurs en sel, a desiagsessimiques ou des stress oxydatifs.

Les Hsp60, Hsp70 et les Hsp90 vont interagir awenaimbreuses protéines co-chaperonnes
qui vont réguler leur activité ou faciliter leurtmn de repliement protéique. Les HSPs vont
eégalement interagir entre elles pour former untableé réseau de protéines chaperonnes et
agir en synergie avec les autres mécanismes dag€pm stress (Warg al.,2004).

Les Hsp70 vont empécher la formation d’agrégatséfiyoes et permettre aux protéines de
se replier pour adopter une conformation activdesEkont aussi impliquées dans les
transports protéiques, la transduction du signélhetivation de la transcription. Rhoads
al., (2005) ont montré que la protéine Hsp70 cytosoliguese liant a des HSF (heat shock
factor) exercerait un rétrocontréle sur I'expressdu géene Hsp70. Ce type de régulation
concernerait aussi les sHsp.

En plus du rble de contréle du repliement, les Bsfiilioni et Hatzopoulos 1997) se
distinguent en intervenant dans les réseaux deduation du signal, le contréle du cycle
cellulaire, la dégradation des protéines et lainasbn des protéines.

Les Hsp100/clp vont interagir avec les Hsp70 etsldsp pour désagréger et déplier les
complexes protéiques et permettre leur solubibsatpuis leur repliement dans la
conformation correcte.

Des Hspl00 cytosoliques sont nécessaires pourldeahze a une hausse de température
chez les plantes, mais elles ne sont pas nécesgaite la germination et la croissance en
absence de stress (Queitgttal.,2000; Hong et Vierling, 2001).

D’autre protéines Hspl0O0 ont des fonctions esdengmur le développement des
chloroplastes (Leet al., 2006). Il semble que cette classe des Hsp gmtiegalement a
rétablir une situation normale a I'organisme apmeéstress (Gurley., 2000).

Les sHsp (small heat-shock proteine) ont en commmumomaine conservé de 90 acides
aminés appelé Alpha-crystallin domain (ACD). Clestamille la plus exprimée et répandue
chez les plantes. Les sHsp ont une trés granddtaffiour se lier aux protéines dans leur
forme non native et vont empécher leur agrégatiifes interagissent alors avec les
protéines chaperonnes ATP dépendantes (Hsp 70)repligr les protéines sous leur forme
native.
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En général, les principales Hsp qui sont expringgegrande quantité pendant le stress, ont
des fonctions liées car elles atténuent les profdemadaptés des pliages et d’agrégation des
proteines (Queitscét al, 2000).

Nakamoto et Vigh, (2007) suggérent que les pefitegeines de choc thermique peuvent
jouer un réle important dans le contréle de la igales membranes ce qui contribue au
maintien de 'intégrité membranaire en particuéarconditions de stress.
Feder et Hofmann (1999) aprés étude sur les aspmmutsiologiques, écologiques et
évolutionnaires des Hsp concluent que :

0 L’expression des Hsp pourrait se produire danwitennement naturel.

0 Les genes Hsp sont présents dans toutes les espatesgue leur expression varie

selon les conditions.
0 L’expression des Hsp pourrait étre corrélée aveédestance aux stress.
o Le seuil d’expression des différents Hsp est céraéec I'intensité du stress

[1.2.8.2- Les protéinesLEA

Ce sont les protéines majoritaires des embryonanemtElles sont en général induites dans
les parties végeétatives par un stress osmotiqunelgoe lequel, comme dans I'embryon, leur
accumulation en réponse a I'ABA est corrélée avacquisition de la tolérance a la
dessiccation (Bartels et Sunkar, 2005). Ce soptupart du temps des protéines petites et
hydrophyles, résistantes a la chaleur. Chez plisiespéces, leur surexpression confere une
meilleure résistance a la déshydratation ou ad froi

La classification des LEA a longtemps été discutémis récemment, elles ont été
regroupées en 9 groupes sur la base de leurstanhei de séquence. Le groupe le plus
important est LEA-4, dont les protéines pourraiéotmer des diméres capables de
séquestrer des ions ; les déhydrines sont égalebiemtreprésentées et sont supposées
jouer un réle dans la préservation des protéinaekegtstructures membranaires ; le groupe
LEA-5 pourrait intervenir dans la liaison ou le m@acement de I'eau (Hundertmark et
Hincha, 2008; Bartels et Sunkar, 2005).

Toutes les LEA, exceptées celles du groupe 5, gést hydrophiles et stables a haute
température souvent méme apres €bullition. Lestifume des LEA restent largement

méconnues. Mais si I'on considere leur haute shité@lzissociée a de fortes concentrations et
la présence de conformation en héliceil est peu probable que leur fonction soit
enzymatique. Par contre leur thermo stabilité, Ismacture, leur accumulation dans les
graines et lors de stress hydriques suggerenteguleHA jouent un réle fondamental dans la
tolérance a la dessiccation.

Des hypothéses ont été avancées sur leur rolebpmsis soluté permettant de conserver une
hydratation minimum des cellules et de protégerstesctures cytoplasmiques. La fonction
de protection des protéines par les LEA a été réerthez le pois (Grelet al.2005).

Tous les types de LEA ne sont pas encore connugnitéent, le géene CpEdi-9 codant pour
une protéine hydrophile a été découvert cliezplantagineumLa séquence ne donnait
aucune homologie nucléotidique ou protéique avecgagees connus mais la structure de la
protéine et certains motifs ont permis de la rapipeo des Déhydrines ou des LEA du
groupe 3.
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11.2.8.3- Aquaporines

Les aquaporines sont des canaux spécifiques dageade I'eau situés sur les membranes
plasmiques ou vacuolaires. Elles facilitent I'édgé osmotique en permettant un transport
de I'eau additionnel & la diffusion a travers lesmnibranes (Kjellbonet al, 1999). Elles font
partie de la famille des MIP (major intrinsic priot et sont divisées en deux groupes les
TIP (tonoplast intrinsic proteins) dans la membraaeuolaire et les PIP (plasma membrane
intrinsic proteins).Arabidopsiscompte dans son génome au moins 30 aquaporines, don
certaines, telles que RD28 (Yamaguchi-Shinosdlkl., 1992), sont induites par différents
types de stress tandis que d’autres sont répriméesiégulation qui permettrait de jouer sur
les flux d’eau entre différents types de celluléa d'optimiser son utilisation pendant le
stress (Bartels et Sunkar, 2005; Alexanderstaa., 2005). Ainsi, I'exposition des racines
d’Arabidopsisa un stress salin, provoque des changements d&sipreet de localisation
cellulaire des aquaporines, PIP1, PIP2,TIP1 eRTH®ntrant 'importance des aquaporines
dans le transport de I'eau au niveau des racinesagrde stress hydrique (Boursgtcal,
2005).

Hsp70, Hsp30

Chaperoning signaling and
transcription activation

Synthesis of Hsps/chaperones and
other stress-response proteins

‘H‘-——____ . w'.:{
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> _L;:

l FProtein denaturation

"
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@ — Degradation
\\ Aggregates /

Figure 9 : Réle des protéines HSP lors d’un stress (W&trady, 2003)
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11.2.8.4- Les protéases

Une augmentation de la protéolyse lors d’'un sthgskique pourrait permettre d’éliminer

les protéines endommagées par le déficit en elas ®OS et/ou de remobiliser de I'azote
(Bartels and Sunkar, 2005). Plusieurs protéasdgalidopsis sont induites par une

déshydratation (Selet al, 2002 ; Koizumkt al,, 1993).

D’autres proteines telles que les peroxiredoxingspgrmettent de détoxifier les péroxides
(eau oxygénée, hydroperoxydes...) en les réduisanalcool., les thioredoxines dont la
CDSP 32 (chloroplast drought induced stress prptaie protéine chloroplastique avec un
module Trx actif en position C-terminale qui, comsa® nom l'indique, est impliqguée dans
la réponse a différents stress oxydants et notamanen stress hydrique sévere (Ratal,
1998 ; Broinet al, 2000) ou les sulfoxides reductases, sont impbgudans la détoxification
des effets des ROS, elles sont également indugtesne déshydratation, toutefois, leur role
dans la tolérance a ce stress reste encore aréfBdntels et Sunkar, 2005).

.
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[1l- Matériel et méthodes

[1l.1 - Matériel végétal et application du stress hydrique

I1l.1- Systématique et botanique
[11.1.1- Classification
Regne: Plantae

Embranchement: spermatophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous classe Rosidae

Ordre : fabales

Famille : fabaceae

Tribu : Lotae

Genre : Lens

Genre espéce Lensculinaris L

Figure 10. morphologie de la partie
aérienne déensculinaris L

Notre étude a été realisée sur deux variétés mtile Lens culinaris L (fig.10), la
variété Balkan 755 Amir et la variété lentille deampagne.

Les graines des deux variétés présentent un agpetimais de couleur et de taille
différente. Les graines de la variété Balkan 755rAsont aplaties, ont un diameétre
d’environ 0,8 cm et sont d’'une couleur verdatrees Igraines de la deuxieme variété
ont un diameétre d’environ 0,4 cm, sont arrondiedeetouleur marron (fig. 11).

Variété Champagne

Figure 11: Graines de lentille (variété Balkan et variété @pagne).
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[1l.1.2- Mise en germination des graines

Les graines sont désinfectées avec de I'hydrodhlde sodium a 12° pendant 5 min,
puis rincées plusieurs fois a I'eau courante enedfl’eau distillée. Les graines sont
mises a germer dans des boites de Petri tapissées double couche de papier
absorbant. Les boites sont arrosées avec de lisallée

La germination se déroule dans une étuve a unegatype de 25° C.

[11.1.3- Mise en culture

Apres 3 jours de la mise en germination (aprés rdppade la radicule), les graines
en germination sont mises dans des pots conter@¥nglde terreau a raison de 5
graines par pot. Les pots sont placés dans unelrbkathe culture avec des conditions
de température et éclairement contrélées (tempér&b° C, 16 h lumiére et 8 h
d’obscurité).

[11.1.4- Application du stress

Aprés 15 jours de croissance, les plantules suftissestress hydrique de 3, 6, 9, 12
et 15 jours par arrét d’arrosage. Un lot de chaguigté a été arrosé regulierement et
a été considéré comme contrdle (témoin).

11.2 Méthodes
l11.2.1- Détermination de la teneur relative en eal TRE)

La mesure de la TRE est une ancienne méthode gtresautilisée actuellement afin
d’estimer le statut de I'eau de la plante et eniqdier le déficit hydriqgue. Sa mesure
nécessite peu de moyens dans I'ensemble. Pounmdgézrla TRE, dans un premier
temps, on pése le poids de la matiére végétaleh&raile fragments foliaires (PF).
Ensuite, ces fragments sont mis a flotter dansuli@dh) puis pesés pour déterminer
leur poids de turgescence (PT). Le poids de matiégétale séche (PS) est obtenu
apres passage a lI'étuve (48 h a 80° C). La TREadsiilée comme suit :

TRE (%) = [(PF-PS)/(PT-PS)] x100

Les prélevements sont effectués a la méme heualanstles mémes conditions.
[11.2.2- Mesure de la longueur des parties aérienrge

Les longueurs des parties aériennes sont mesuréadead’'une regle graduée. Les
mesures des parties aériennes s’effectuent du gadigu’au bourgeon terminal. Pour
chaque traitement une moyenne de cing (5) indivigktsétablie. Les résultats sont
exprimés en cm.
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[11.2.3- Estimation de la fuite relative des éléctolytes

La fuite des électrolytes des cellules vers leeauilextérieur a été mesurée suivant le
protocole décrit par Dionisio-Sese et Tobita (1998)

Dans un premier temps, 20 fragments foliaires &ecdy de longueur sont mis a

flotter dans 30 ml d’eau distillée. La conductiv{té) correspondante est mesurée
apres 60 minutes. Les fragments sont ensuite rbisudlir pendant 1 heure, aprés

refroidissement, la lecture de la conductivité espondante a (ET) est également
effectuée. L'intégrité membranaire est détermingel@ rapport entre la conductivité

des fragments foliaires mis dans I'eau non bou(li¢ et celle des fragments mis a
bouillir (ET) selon I'équation suivante :

Fuite relative d’'ions (%) = (E/ET)*100

[11.2.4- Etude biochimique
[11.2.4.1- Détermination de la teneur en pigmentsdliaires

10 mg de matiére végétale fraiche (MVF) sont brayésc puis dans 2 ml d’acétone a
80 %. Le broyat est centrifugé & 3000 tr.hpendant 3 minutes. Le surnageant qui
contient les pigments est récupéré.

Les densités optiques (DO) sont lues aux longualiohde suivantes apres

I'étalonnage du spectrophotomeétre grace a un hpméparé a partir de I'acétone a
80% .

Aa=647nm etl,=663 pour la chlorophylle a et b
Ac= 470 nm pour les caroténoides

La teneur en chlorophylles et en caroténoides &strrinée selon les équations de
Lichtenthaler (1987) :

chla=12,25.(DQ@y,)-2,79.(DOL,)

chl b =21,5.(DQa)-5,1.(DOb)

chla+ chl b =7,15. (D@b) + 18,71. (DQa)

caroténoides = [1000.(D&)- 1,82.(Chl a) — 85,02.(Chl b)]/198

Les teneurs en pigments foliaires sont expriméasg@ry de MVS (matiére végétale
seche).

111.2.4.2- Extraction et dosage des protéines totab

Principe

Le dosage des protéines est fait selon la techrigugradford (1976). Cette méthode
consiste a utiliser le bleu de Coomassie G 250, fqgune un complexe d’une
coloration bleue avec les protéines, la coloragisinproportionnelle a la concentration
de protéines présentes et elle se développe rapideryabsorption maximum du
complexe protéines-bleu de Coomassie se situe arh95




Matériels et méthode

Extraction des protéines

L’extraction des protéines totales # réaliséepar broyage au froid de 100 mg
matiére végétale fraictavec . ml du tampon Tris-HCI 0.M (pH 8.1), contenant d
B mercaptoéthanol éduit les ponts disulfure a 0.05 % et dgaccharosa 10 %. Les
broyats ainsi obtenus ont été centrifugés a 15g08@' C pendant 10 mir

Les surnageantsnt été récupérés puisnservés a 4€ jusqu’a leur utilisation pot
les activités enzymatiques e séparation des proteines jgéectrophores

Dosagedes protéines solubles totals

Les protéines solubles sont dos selon la méthode de Bradford (1976) en utilisal
réactif de Bradfordbleu de Coomassie + éthanol + acide phosphoritA 50 pl
d’extrait de protéinessont ajoutés 3 ml de réactitle Biorad, I'ensemble e
homogénéisét laissé incuber, a I'obscurité, pour quelquesuteis

La lecture des densités optis est réalisée a une longueur d’'onde de nm.

La teneur en protéines (m™ MVS) est déterminée par référence a une ga
étalon préparée a partir d’'une solution de BSA {B&erum Albumin) & 1 mg.r*
(fig. 12).

DO (595 nm)

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[BSA] (mg.ml?)

Figure 12: Courbe étalon des protéines (BSA).

[11.2.4.3- Mesure des activités enzymatique
a- Activité catalasetotale (CAT)
Principe

Le principe de mesure de l'activité catalase repose suptepriétés de cette famil
d’enzymesa dégrader les molécules d,0,.

2H,0, CAT | 20+Q
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Dosage
Cette activité est mesurée sur des protéines sotatraites comme décrit dans la
partie 111.2.4.2 (Dosage des protéines solubleal¢s).

L'activité catalase est déterminée en suivantsaatition de I'HO, (=36M*.cm™) &
240 nm suivant la méthode décrite par Dorey e1@98). Le mélange réactionnel (1
ml) est constitué de 50 mM d’'un tampon phosphate/ - Le zéro est réalisé a 240
nm contre une cuve en quartz contenant le tampa0 gig de protéines. Sont ensuite
ajoutés 10 mM d’HO,. L’ajout de HO, initie la réaction. Le déclin de I'absorbance
est suivi pendant 30 s. L'activité est expriméenemoles de KO, dégradées par
minute et par mg de protéines totales. La converdmla vitesse initiale en activité
spécifique de la catalase est exprimée par la flersuivante :

| Activité (nmole HO,.min*.mg* prot) =ADO. Min™ x 1000/(36 x mg pro!elw

b- Activité soluble ascorbate peroxydase(APXx)

Dans le cas de la mesure de l'activité soluble ABg, protéines ont été extraites
comme décrit dans la partie 111.2.4.2 (Dosage detmes solubles totales).

Principe
L’activité ascorbate peroxydase est déterminéeuarasst I'oxydation de I'ascorbate
(e=2,88 mM™.cm*) en monodeshydroascorbate & 290 nm.

APX .
Ascorbate + HO, » Déhydroascorbate+®l

Dosage

La méthode utilisée est celle décrite par NakanoAsada (1980). Le milieu
réactionnel (1ml) est constitué de 50 mMMHRO/KH,PO, pH 7,5 et 0,1 mM
Nay,EDTA. Le zéro est réalisé a 290 nm contre une emvguartz contenant le méme
volume de tampon et d’échantillon sont ensuite té®usuccessivement 0,5 mM
d’ascorbate et 0,1 mM de,B; qui initie la réaction. La variation de I'absorlcan
(déclin de la DO) est mesurée pendant 30 s a 25ctivité est exprimée en nmoles
d’ascorbate oxydées par mg de protéines totalesohsersion de la vitesse initiale
(changement de I'absorbance a 290nm) en activééifsgue de 'APX est exprimée
comme suit :

Activité (nmole d’ascorbate oxydé.miinmg* prot) =ADO.

1000/(2.88x mg protéines).

l11.2.4.4- Séparation des protéines par électropharse en gel de polyacrylamide
monodimensionnel, en conditions dénaturantes (SDSAGE)

La séparation des protéines est faite en foncteoledr poids moléculaire dans un gel
de polyacrylamide a 12 % selon la technique de loalerfi970). Les protéines (20
g de protéines par puits) sont additionnées di 2fe tampon de charge dénaturant
puis sont dénaturées 10 min a 90 °c, avant d’'&pesEes sur gel. Les protéines sont
soumises a une électrophorése d’environ 3 h a 18@ng un tampon de migration
Tris-glycine-SDS pH 8,5. Les protéines migrent ssstvement dans un gel de
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concentration a 3 % de polyacrylamide puis dangalmle séparation a 12 %. Dans le
champs électrique, les protéines sont donc sépagefonction de leur masse

moléculaire et non de leur charge électrique. Umoneur de taille Molecular Weight

Marker est utilisé. Aprés la migration, les gelsitsoolorés pendant 12 h dans une
solution de bleu de Coomassie, puis décolorés dansnélange acide acétique-
méthanol-eau.

[11.2.4.5- Extraction et dosage de la proline

Principe

La technique utilisée est celle de Troll et Lings{@955) modifiée par Magné et
Larher (1992). Cette technique est basée sur lactépde la proline de réagir en
milieu acide et a chaud avec la ninhydrine poumgorun composé de couleur rose,
soluble dans les solvants organiques tel que le&nba.

Extraction

L’extraction de la proline a été effectuée par d¢fee, au bain marie a 85° C, de 50
mg de substance végétale séche avec 1 ml d’edllédigtendant 30 min. Ensuite,

une centrifugation de 10 minutes a 13000 tr/minréatisée et le surnageant est
récupére. L'extraction est réalisée une deuxiénsedweec un volume de 500 ul d’eau

et le surnageant est ajouté au précedant.

Dosage
A 500 ul d’extrait de proline sont ajoutés 1 mlmdactif a la ninhydrine. Les tubes
sont homogénéisés et placés dans un bain-marie@ péndant 30 min.
Ensuite, 3 ml de toluéne sont ajoutés, aprés amitetu vortex, deux phases se
développent :

» La phase supérieure organique contenant la prehprélevée.

e La phase inférieure aqueuse est éliminée.
La densité optique est mesurée a une longueur é’odd 520 nm au
spectrophotometre.

La courbe étalon de la proline

Pour connaitre la correspondance entre les dergptésues et les concentrations en
proline, une courbe étalon est réalisée a partircaiecentrations croissantes en
proline, préparées a partir d’'une solution meremgiml (fig. 13).

&
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Densité optique

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

proline (mg.ml?)

Figure 13: Courbe étalon de la proline.

[11.2.4.6- Extraction et dosage des sucreethanolosolubles

Principe

Les sucres sont dosés selon la méthocMc Readyet al (1950. C’est uneméthode
colorimétrique basée sur la déshydratation intrémdhire des os en milieu acide
(H2SO, concentré) a chaud. Les dérivfurfuraliques obtenus (Bydroxymeéthy-
furfural pour les hexoses) se condensent avechfane pour donner des prodt
colorés. Les différences de couleur obtenues -vert avec les hexoses, rouge a

.....

Extraction

L’extraction des sucres totaux et réducteurs a&#éetué par broyagede 100 mg de
matiere végetale fraichedans 4 ml d’éthanol bouillant a 80 %es broyats ains
obtens ont été centrifugés a 5 00 pendant 20 min. Lesurnageais contenant les
sucres ont été récupérdsextraction est réalisée deux fois. A chaque etiom le
surnageant est prélevé et rajouté au précédantudatube et le tout est ajusté a 10
par de I'eau distillée.

Dosage

Le dosage des sucres est réalisé sur 0.5 ml dedieglucidiqgue auuel sont ajouté
0.5 ml d’eau distillée et 2 ml de réactif a I'artthe. Apres agitation au vortex
passage au baimarie a 100° (pendant 7 min, une coloration véaeue est observée

Les mesures des densités optiques sont réalig@es, @efroidisement des tubes,
une longueur d’onde de 630 n




La courbe étalonpour les sucres

La courbe étalon nous permet de tirer la corresporeantre les densités optiques
les concentrations en sucres. Elle est réalis&adi Ide concentrations croissantes
glucose obtenues a pard’une solution mére de 100 /ml (fig.14).

1,6

Densité optique

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Glucose (mg.ml?)

Figure 14: Courbe étalon des sucres solubles (glucose)
l11.2.4.7- Dosage des dérivés TBARS (Thiolrbiturie- Acid Reactive Substaces)

Principe

Le dosage des TBARS est considéré comme permettamiedarer la peroxydatic
des lipides.

Lors d'un stress oxydatif, les acides gras polyumss des membranes s
facilement peroxydés par les radicaux libres. Léaomddialdehide(MDA) est I'un
des produits terminaux de cette peroxyda Son dosage (Popham et Macky,
1991) est réalisé parondensation en milieu acide et a chaud C) avec l'acide
thiobarbiturique (TBA) La réaction de 'acidéhiobarbiturique avec le MD, permet
la formation d’un corplexe de couleur rose mesure a 532 nm (fig 1t ).

o
b PSRN o sulbe o O
] - + =2 ~N - ~N \} C—g=C =. N 2
Eﬂa P - S = % 5 B +2 H,O
I o N s 2 OoH oM
Lo ]
MA TBA Complexe ou chromogeéne (rose)

absorbanta 532 nm

Figure 15: la réaction de I'acide thiobarbiturique avec le A.
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Extraction

Environ 100 mg de MVF sont broyés au froid puis bgenéisés dans 300 pl de
tampon NaHPOy/NaH,PO, 0,2 M pH 6,5 contenant 1% de Triton X-100 et 0,0d66
butylhydroxytoluéne. Une centrifugation de 20 manl0 000 g a 4° C est réalisée en

premier temps.

Dosage

120 pl de surnageant sont prélévés et sont aj@@@sul de TCA 10 %

(Acide

trichloroacétique ) et | % d’acide 2-thiobarbiture0,67% ( préparé dans le TCA a
10%). Les échantillons sont bouillis & 95° C pend&nmin puis refroidis 5 min dans

la glace. Aprés une centrifugation de 10 000 gdpah10 min a 4° C, le surnageant
est dosé par spectrophotometrie a 532 nm.

Gamme étalon

Une gamme a des concentrations croissantes a@séetd partir d’'une solution mere a
1 uM d’un précurseur du MDA, 1, 1, 3, 3, tétramétpyopane (TMP) (fig. 16)

Les teneurs en MDA sont exprimées en nmdlelg MVF.
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Figure 16: Courbe étalon du 1, 1, 3, 3, tétraméthoxypropane

(Précurseur du malonyldialdéhyde).

[11.3- analyse statistique

Les résultats obtenus sont soumis a une analytstigtae par le test de Student.
Le test de Student permet de comparer les moyatendsux échantillons statistiques
(on parle de test de conformité). Il tire son noenlalloi ou on lit I'écart critique. Les
tests de Student sont utilisés dans le cadre das telatifs a la moyenne des

échantillons de petite taille.

)
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Dans notre cas, le test de Student nous permeald&vie comportement de chaque
variéteé vis-a-vis la contrainte hydrique.

Les degrés de signification sont étudiés aux seuils
v" P=0.05 pour différence significative
v' P=0.01 pour différence trés significative
v" P=0.001 pour différence hautement significative.
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IV- Résultats, interprétations et discussions

Le travail réalisé a porté sur les plantules dasxdeariétés de lentille, Balkan
755 Amir et champagne. Les mesures des différentaranpetres
morphophysiologiques ont été effectuées au courstrss (3, 6, 9, 12 et 15 jours
d’arrét d’arrosage).

Certains parameétres sont associés au mécanisma pleotosynthese tels que les
chlorophylles totales, les caroténoides et les idhsc d’autres sont liés aux
dommages causés par le stress hydrique au niveda cdlule (peroxydation des
lipides) ou bien aux mécanismes de protection thrgydes (activité catalase).

D’autres parameétres ont été également mesurésar savteneur en protéines, la
teneur en proline et la teneur relative en eau.

Les difféerents parametres morpho-physiologiquesbiethimiques des plantules
témoins des deux variétés sont étudiés (apresut? gbarrét d’arrosage) (Tableau I).

Tableau | : Mesures des parameétres morphologiquésoehimiques des plantules
témoins des deux variétés de lentille.

Plantules témoins

Parametres Balkan 755 Amir| Champagne
Teneur relative en eau (%) 84,41 + 2,55 81,6791,
la croissance linéaire de la partie aérienne (¢m) 2,8(8:3,26 36,33+3,26
Chlorophylles totales (jiy de MVS) 1266,7 + 15,7 1073,9+ 72,0
Caroténoides (png:gde MVS) 189,6 £2,1 204,8 +3,5
Proline (mg.g' de MVS) 0,0078+ 0,0013| 0,0200+ 0,0017
Sucres totaux (mg:gde MVS) 4,17 +0,20 3,79+ 0,39
Protéines totales (mg.gde MVS) 50,21+ 9,06 49,32 + 4,48
Fuite relative d’électrolytes (%) 25,93 £ 3,36 Ab+ 2,32
Malonyldialdehyde (mg.g de MVS) 9,93 + 4,06 8,00 £ 1,37
Activité catalase (nmole de,B, reduit.min". 31,67 +£10,18 73,29 + 15,63
g de protéines)
Activité ascorbate péroxydase (nmole.thin | 432,28 +111.05| 605,021+ 38.95
.mg‘de protéines)

La comparaison des différents parametres étudiédrenque les teneurs en protéines
totales, sucres réducteurs ainsi que la teneur ubstances réactives a l'acide
thiobarbiturique chez les plantules témoins desxderiétés ne présentent pas de
différence. Par contre, les teneurs en proline,caroténoides, en protéines, les
activités enzymatiques antioxydantes catalase @irlaate péroxydase ainsi que la
fuite relative des électrolytes chez les plantutasoins de la variété champagne
s’averent plus élevées que celles des plantulegindnde la variété Balkan 755 Amir.

Concernant la teneur relative en eau et la tenewhérophylles totales, elles sont
plus importantes chez les plantules témoins dettédBialkan 755 Amir que chez la

variété champagne.
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IV.1- Effet du déficit hydrique sur la teneur relative en eau

IV.1.1- Résultats et interprétations

Les résultats obtenus permettent de conclure gieméur relative en eau, chez les
deux variétés, diminue au cours du stress. Cattendtion est plus importante et plus
rapide chez la variété lentille Balkan 755 Amir qcleez la variété lentille de
champagne (fig.17).

Chez la variété Balkan 755 Amir, la teneur relatare eau chez le témoin est de
88,15+1,42 %. Elle s'abaisse de 10,78 % dés 6sjaprés arrét d’'arrosage puis
atteint 33,38 £ 4,62% apres 12 jours d’arrét d'sauge soit une réduction de 60,44%.
Aprés 12 jours d'arrét d’arrosage, les plantuled satalement déshydratées.

Chez la variété champagne, la TRE diminue plusetaent ; aprés 6 jours d'arrét
d’'arrosage, la TRE passe de 82,90+1,99 % a 80,@1% % soit une diminution de
5,65 %. Au bout de 15 jours d’arrét d’arrosagd,RE s’abaisse a 38,66+6,34 % avec
un pourcentage de variation de 54,85 %.
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Figure 17 : effets du stress hydrique sur la teneur relativee@u des plantules des
deux variétés de lentille agées de 33 jours soundiaen arrét d’arrosage progressif de
3 al5jours.

* différence significative par rapport au t¢moin£@.005)

** différence trés significative par rapport au &m(P= 0.01)

*** différence hautement significative par rappart témoin (P =0.001)

IV.1.2- Discussion

La comparaison de I'évolution de la teneur en ezgidkux variétés de lentille a
montré que le stress hydrique entraine une chufgdrcentage d’eau au niveau des
feuilles. Cette chute devient de plus en plus reatéur et a mesure que le niveau de
stress s’accentue. Ces résultats sont conformedeseésultats obtenus par Zergad
al. (2008), Huseynovet al. (2010), qui ont également signalé que I'effet é8pif de
la carence en eau sur I'état hydrique de la plpata étre irréversible si la période de
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stress est prolongée. On note que cette diminugiste beaucoup plus accentuée pour
la variété Balkan que pour la varieté ChampagneezCla variété Balkan, la
diminution de la TRE est de 60,44 % par rapporélée mbservée chez les plantules
témoins. Par contre chez la variété Champagne estlde 54,85 % et elle atteint le
niveau de 38,66+6,34 % chez la variété Champagpeegal5 jours d'arrét
d’arrosage).

Matin et al. (1989) suggerent que les génotypes qui arrivemagtenir une TRE
élevée sous stress hydrique sont des génotypeartbhe la sécheresse. Ainsi Levitt,
(1980) constate que la capacité de maintenir urenpiel hydrique éleve a éte
considérée comme un mécanisme qui permet a laeptéedgquiver la déshydratation.

IV. 2- Effet du stress sur la croissance linéairealla partie aérienne
IV.2.1- Résultats et interprétations

Les résultats montrent que le stress hydrique afigh négatif sur la croissance
linéaire de la partie aérienne des deux variéigd §).

Chez la varieté Balkan 775 Amir, la longueur ddid@ chez les plantules temoins
varie de 22,82 + 4,62 cm ad"8jour d’expérimentation a 32,80 * 3,26 cm apres 12
jours d’expérimentation. Chez les plantules stressi@ longueur de la partie aérienne
évolue parallelement a celle des plantules témaiues cependant une réduction de
14,63 % par rapport aux plantules témoins aprgeur2 d’arrét d’arrosage.

Chez les plantules stressées de la variété Champégstress hydrique ralentit la
croissance linéaire de la partie aérienne entre 12 gours d’arrét d’arrosage. Cette
réduction est de 7,56 % apres 3 jours d'arrétradsage. Apres 9 jours d'arrét
d’arrosage, le pourcentage de la réduction de sanie est de -22,12 %. A partir de
12 jours d’arrét d’arrosage, I'effet négatif duess sur la croissance linéaire de la tige
diminue (10,44 % seulement de réduction). A ladinl’expérimentation, la longueur
de la partie aérienne des plantules stressées3(£0, 359 cm) est plus importante que
celle des plantules témoins.

|
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Figure 18 : Effet du stress sur la croissance linéaire detigaérienne des plantules
des deux variétés de lentille dgées de 33 joursnises a un arrét d’arrosage
progressif de 3 a 15 jours.

IV.2.2- Discussion

De nombreuses études ont montré que I'une des @resnmanifestations d’'une
diminution de la turgescence cellulaire est la ofida de la croissance (Kramer et
Boyer, 1995 ; Saab et Sharp, 2004). Nos résultatgnent que la croissance linéaire
de la partie aérienne des plantules des deux gart lentille, est réduite sous les
conditions d’un déficit hydrique. Apres 12 jouradét d’arrosage, cette réduction est
de 14,63 % chez la variété Balkan 775 Amir et dd4.06 chez la variété champagne.

Une diminution importante de la taille et de ladarur des entre nceuds des plants
sous stress hydrique a déja été rapportée (Afiia7 2Brown et Taner 1983 ; Viddl

al., 1981) Selon Brown et Taner (1983), le déficit lgrde réduit I'expansion foliaire
et I'élongation de tous les entre nceuds d¥ledicago sativa. Gosseet al. (1982) et
Hall (1993) rapportent que chez cette méme espEx@lhntes stressées sont plus
petites que les plantes non stressées.

Le déficit hydrique induit aussi un déficit de lautrition minérale (azotée et
phosphatée) qui est di principalement a des rahscile flux d’éléments vers les
racines ce qui a pour conséquence une réductiodaderoissance des plants
(Gahoonieet al., 1994 ; Dugo, 2002).

&
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IV. 3- Effet du stress hydrique sur les teneurs epigments photosynthétiques
IV.3.1- Résultats et interprétations
IV.3.1.1- Teneur en chlorophylles totales

La teneur en chlorophylles totales chez les plasttémoins de la variété Balkan
755 Amir est de 1230 + 127,3 Jig de MVS. Au début du stress, cette valeur
augmente chez les plantules stressées atteignat11& 96 pg.g* de MVS. Par
contre, lorsque le stress s'intensifie (apres Ggaliarrét d’arrosage) la teneur en
chlorophylles totales diminue progressivement, elie de 922,8 + 86,1 pgyde
MVS apres 12 jours d’arrét d’arrosage (fig.19).

Chez la variété champagne, les mémes observations faites. La teneur en
chlorophylles totales chez les plantules témoinslesl243,7 + 51,8g.g™* de MVS.
Chez les plantules stressées, une augmentatioa @éur en chlorophylles totales
est observée ; aprés 3 jours d'arrét d'arrosade,est de 1909,1 + 145,8 pgigle
MVS. Lorsque le stress s’intensifie, la teneur dromphylles totales diminue
fortement, atteignant aprés 15 jours d’arrét d'sage la valeur de 281,1 + 38,5 pg.g
de MVS soit 7 fois moins la valeur maximale obsenaprés 3 jours d'arrét
d’arrosage.
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Figure19 : Effets du stress hydrique sur la teneur en chloylgs totales des
plantules des deux variétés de lentille Agées deud8 soumises a un arrét d’arrosage

progressif de 3 a 15 jours.
* différence significative par rapport au t¢moin£@.005)
** différence trés significative par rapport au @im(P= 0.01)

IV.3.1.2- La teneur en caroténoides
Les caroténoides jouent un réle dans la collect&dergie lumineuse mais aussi

dans la protection du systeme photosynthétiquereolad photooxydation. Une
diminution de la teneur en caroténoides peut emdraila dégradation des

chlorophylles.
40
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Les résultats exprimés dans la figure 20, monijatdu début du stress, la teneur des
caroténoides chez les plantules de la variété Balk& Amir stressées, augmente par
rapport & celle obtenue chez les plantules témaitls passe de 176+17,1 pg.de
MVS chez les témoins & 285,1 + 251 |fg.de MVS soit un pourcentage
d’augmentation de 62,03 %. Lorsque le stress sigifie, la teneur en caroténoides
chez les plantules stressées diminue progressitebaz les plantules sévérement
stressées (aprés 12 jours d’arrét d'arrosagegnleur en caroténoides est de 119,4 +
7,9 ug.g* de MVS.

Chez la variété champagne, la teneur en caroténofoe les plantules témoins est de
215,1 + 15,9 pug.g de MVS. Cette teneur subit une augmentation autdsl stress
(3 jours d'arrét d’arrosage) pour atteindre unewvabe 283,7 + 47,3 ugigle MVS.
Dés 6 jours d’arrét d’arrosage, la teneur destéaoddes diminue par rapport a la
valeur maximale observée. Cette teneur n’est pliesde 55,7 + 7,6 uggde MVS
soit une diminution de 72,73 %.
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Figure 20 : effets du stress hydrique sur la teneur en canidés des plantules des
deux variétés de lentille agées de 33 jours soundiaen arrét d’arrosage progressif de
3 al5jours.

* différence significative par rapport au témoin%@.005)
** différence tres significative par rapport au &@m(P= 0.01)
*** différence hautement significative par rappart témoin (P =0.001)

I\V.3.1.3- Le rapport chlorophylle a / chlorophylleb

Le rapport de la chlorophylle a/ chlorophylle b sopermet d’évaluer la
sensibilité de la chlorophylle a et de la chlordfghy, et donc le métabolisme des
chlorophylles, vis-a-vis ddéficit hydrique.

-



Résultats et discussions

Tableau Il : Effets du stress hydrique sur le rappblr a/chlr b des plantules des
deux variétés de lentille agées de 30 jours sowdsm arrét d'arrosage de 15 jours.

Jours de Balkan Balkan Champagne | Champagne
stress témoin stressée témoin stressée
3 2,81+0,17 2,24+0,20 2,80+0,12 2,15+0,008
6 2,73+0,06 2,37+0,13 2,45+0,40 1,88+0,39
9 2,59+0,26 1,84+0,17 2,51+0,04 1,95+0,18
12 2,34+0,53 1,01+0,22 2,37+0,30 2,44+0,06
15 - - 2,64+0,11 2,55+0,13

Les résultats illustrés par le tableau Il montrgmé chez les plantules témoins de la
variété Balkan, le rapport chl a/chl b varie de8120,17 a 2.34 apres 12 jours
d’expérimentation. Chez les plantules stressées, ragport diminue avec
l'intensification du stress atteignant une valeer J01+0,22. Cette diminution du
rapport chl a/chl b est liée a une plus forte dition de la teneur en chlorophylle a.
Cette diminution est significative avec un pouregetde variation de -56,68%.

Chez la variété champagne, le rapport chl a/chstbplkis ou moins stable pendant
toute la durée de I'expérimentation chez les plastiémoins. Chez les plantules
stressées, une baisse du rapport est observéenpéageeriode allant de 6 a 9 jours
d'arrét d’arrosage ; par la suite le rapport augmeavoisinant ainsi celui des
plantules témoin.

IV.3.2-Discussion

La quantité de chlorophylles des feuilles peut &fiencée par beaucoup de
facteurs liés a la plante (age des feuilles ettiposides feuilles) et des facteurs
environnementaux (lumiére, température et dispbidiben eau) (Hikosakat al.,
2006).

Nos résultats ont montré une diminution des tenearghlorophylles totales et en
caroténoides chez les deux variétés lorsque lessstest sévere. Concernant les
chlorophylles totales, au début du stress (3 jodtarrét d'arrosage), une
augmentation est observée. Chez la variété Balk&nAmir, cette augmentation est
de 50,99 % ; elle est de 53,51 % chez la variégnpiagne.

Cette augmentation de la teneur en pigments ahl&éneée chez plusieurs plantes
stressees. Sestak et Vaclavik (1965) ont remargaéagteneur en chlorophylles peut
augmenter sous les conditions d’'un déficit hydriqiasi, Garcia-Valenzuelat al.
(2005) ont montré qu’une variété Beuteloua gracilis (herbe trés résistante au stress
hydrique) développe une augmentation considérablia deneur en chlorophylles (a
et b) lors d’'un traitement au PEG. Mouellef (20&@plique cette augmentation des
teneurs en chlorophylles totales par la réductietadaille des cellules foliaires sous
I'effet d’'un stress hydrique qui engendre une gade concentration.

Il est suggéré que les variétés résistantes assdtgglrique peuvent avoir une grande
capacité de préserver leur appareil photosynthétignderson et Aro, 1994; Loggini
et al., 1999). D’autres études montrent qu’au champgcHhbirophylle est assez
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résistante a la sécheresse (Heckatharral.,, 1997 ; Llorenset al., 2003). La
chlorophylle est ainsi en perpétuel équilibre estnethése et dégradation (Jacob-Wilk
et al., 1999). Réguler sa concentratisg la balance dégradation/synthése, pourrait
alors étre un moyen pour les plantes de se protégetre un exces d’énergie
lumineuse en conditions de sécheresse.

Au-dela de 3 jours d’arrét d’arrosage, une dimiontde la teneur en chlorophylles
totales est observée chez les deux variétés. &lldec27,14 % chez la variété Balkan
et de 75,99 % chez la variété Champagne. De nomdseétudes montrent une
décroissance de la concentration en chlorophylMes e stress hydrique (Munné-
Bosch et Pefuelas, 2004, charbutus unedo ; Bacelaret al., 2006, chezOlea
europea).

Smirnoff (1995) suppose que la diminution de laetenen chlorophylles lors d'un
stress hydrique peut étre due aux dommages caasésspformes actives d’oxygene
au niveau du chloroplaste. Une perte de chloropipdiurrait ainsi étre le signe d’un
stress photooxdatif, ou plus probablement un méoamid’acclimatation (adaptation
physiologique) de la machinerie photosynthétique.

IV.4- Effet du stress hydrique sur la teneur en sues solubles
IV.4.1-Résultats et interprétations

Les sucres sont les éléments carbonés primairéisétiges et exportés dans toute
la plante lors de la photosynthése ; ils peuvessiaagir en tant qu’osmorégulateurs.
La figure 21, représente les teneurs en sucreblsslohez les deux variétes.

Chez la variété Balkan 755 Amir, la valeur de laete en sucres solubles chez les
plantules témoins est de 4,59+0,3 mgde MVS, elle reste plus ou moins stable
pendant la durée de I'expérimentation avec towetwmie légere augmentation a 9
jours (30.26 % par rapport au témoin).

Chez les plantules stressées, I'évolution de laueen sucres solubles suit celle des
plantules témoins ; néanmoins cette teneur estiteéden moyenne de 20 %
comparativement aux plantules témoins.

Pour les feuilles des plantules témoins de la t@wéampagne, la teneur en sucres
solubles est relativement stable di"3au 15 jour. Chez les plantules stressées, la
teneur en sucres solubles est plus élevée quedssdiplantules témoins entre 3 et 12

jours d’arrét d’arrosage (3.79 mg.¢/VS en moyenne); au-deld, la teneur en sucres
solubles diminue de prés de la moitié (49,38 %édeiction par rapport au témoin).

o
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Figure 21 : Effets du stress hydrique sur la teneur en suclebles deplantules des
deux variétés de lentill@gées de 3 jours soumises a un arrét d’arrosprogressif de

3 al5jours.

* différence significative par rapport au témoin<@.005
** différencetrés significative par rapport au témoin (P= 0
*** différence hautement significative par rappart témoin (P =0.00

IV.4.2-Discussion

Chez les plantules de la variété Balkan, navons notéune réduction de |
teneur en sucres solubles tout au du stress. Cette diminution est d’environ 2

Chez la varieté Champagne, la baisse de la temesueres n'est observée qu
15°™®jour de stress alors que pendant la période d&23jaurs d’arrét d’arrosage u
augmentation de la teneur en sucrthanolosolubles est observéLaouar et al.
(1999) ont également observé une réduction de la quatéitéucres solubles ct
guelques populations deledicago intertexta. Cette chute est 'un des domma
observés chez les plantules stressées lorsphase d’épuisement.

L’accumulation de sucres solul au niveau de la plante entiere, notamment ¢
partie foliaire a également été observée par Kagtd dsel (1995) et Rekiket al.
(1998).

Le stress hydrique est connu pour altérer la ri¢joartdes assimilats entre |
synthéses d’amidon et de saccharose, au profitadcharose (Quickt al., 1992 ;
Bacelaret al., 2006). Il s'accompagne également fréquemment di@gradation d
I'amidon stocké. Ainsi, en conditions de stress hydriquggdel d’amidon diminue €
celui des sucres solubles augmente ou reste stablefonction de ce qui e
consommé par la plantea premiére réponse de la plante a un stress alagt un
diminution de lexpansion cellulaire et, d'une maniere générald’adtivité puis. Elle
se traduit par une diminution de I'exportation decharose et ainsi son accumula
dans les cellules de la feuille. Ce phénomenegetagnt etudié, est a l'origine d'L
inhibition de la motosyntheés.
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L’activité puits serait le régulateur de la photatégse : lorsque la production
d’assimilats dépasse la demande par les puitsgétess codant pour les enzymes de
la photosynthese seraient réprimés. Ainsi, la lz&laentre l'activité source et
I'activité puits (relation sources-puits) seraitintanue.

Ces variations de concentration pourraient étesliau role osmoprotecteur des
sucres solubles pendant la déshydratation desefe{Morgan, 1984 ; Chavesal.,
2002), ou comme source de carbone, en particuber permettre la croissance
lorsque I'état hydrique est restauré (Chasteal., 2002). En effet les sucres, méme
S’ils représentent des osmotica beaucoup moinsaniis, participent également au
maintien de la balance de [I'équilibre osmotiquairpgarder la turgescence et le
volume cytosolique aussi élevés que possible (Babaaet al., 2001). lls permettent
également une préservation de lintégrité membrandans les organes desséchés
ainsi qu’une protection des protéines (DarbysHigz4).

IV.5- Effet du stress hydrique sur la teneur en préine
IV.5.1-Résultats et interprétations

La proline est un des solutés les plus stables jgluk distribué chez les plantules
lors d’un stress. Les teneurs en proline des padériennes pour les deux variétés
sont exprimées en ritg de MVS. Les valeurs sont illustrées par la figz@e

Les résultats obtenus montrent que sous l'effettokss hydrique, la teneur en proline
libre augmente chez les deux variétés.

Les feuilles des plantules témoins de la variétékdda 755 Amir contiennent, en
moyenne, une quantité de 0,014 + 0,006 mglg MVS de proline. Chez les plantules
stressées, cette teneur est proche de celle desilpltémoins pendant les six jours
d’arrét d’arrosage. Lorsque le stress hydrique efdgvsévere (9 et 12 jours d’arrét
d’'arrosage), cette teneur est respectivement 01029 mg.g de MVS et 0,334 +
0,079 mg.g de MVS soit 47 fois plus que celle du témoin.

Chez la variété Champagne, la teneur en prolinenaate rapidement et de fagon
notable apres 6 jours d’arrét d’'arrosage atteigrZghtfois la valeur de celle des
plantules témoins d’arrosage apres 12 jours desstre
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Figure 22 : Effets du stress hydrique sur la teneur en praliee plantules des deux
variétés de lentille agées de 33 jours soumiseas arnét d’arrosage progressif de 3 a

15 jours.

* différence significative par rapport au témoin%@.005)
** différence trés significative par rapport au &m(P= 0.01)
*** différence hautement significative par rappart témoin (P =0.001)

IV.5.2-Discussion

La relation entre le stress hydrique et l'accunmatie la proline est établie
depuis longtemps.

Le dosage de la proline libre a montré que le sthgglrique a entrainé une grande
accumulation de cette molécule chez les deux éariétudiées.

L'augmentation de la synthéde novo a partir du glutamate par stimulation de la
glutamate déshydrogénase a été mise en évideneelehmricot (Jager et Meyer,
1977). Plusieurs exemples montrent une modificatien'expression des génes
impliqués dans les voies de biosynthése d’osmolgteseponse au déficit hydrique.
Aussi, I'expression simultanée du géne de la Psy@thase (P-5-CS) et la répression
du géne de la proline déshydrogénase (ProDH) coaduie accumulation de proline
pendant le déficit hydrique (Yoshike al., 1997). Quand le géne P-5-CS impliqué
dans la synthese de la proline a été introduit theiz, les plantes transgéniques ont
montré une augmentation de biomasse dans des iomsdite stress hydrique (Zleti
al., 1998). Ces resultats renforcent I'hypotheése kamcumulation de proline est
susceptible d'augmenter la performance en répanstess hydrique.

L’augmentation de la teneur en proline observéet p&tve due en partie a
'augmentation de I'nydrolyse des protéines (Hudiadiera Da Silva, 1980). En effet
nous avons remarqué une diminution de la teneupreteines totales chez les
plantules des deux variétés de lentille séveresteagsées.
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L’inhibition de l'oxydation de la proline en hydrgproline décrite chez l'orge
(Stewartet al., 1977) oubien une diminution de son incorporation dans lesémes
peuvent étre, aussi, partiellement responsablettie accumulation.

Un transporteur (LeProT1) de la proline a été égald induit par le stress hydrique
(Schwackeet al., 1999). Ceci illustre la complexité du métaboksmpermettant
I'ajustement du niveau de proline.

IV.6- La teneur en protéines totales
IV.6.1-Résultats et interprétations

L'un des parametres les plus étudiés chez les gdasbumises a un stress
environnemental est la synthése et la dégradag@erpbtéines.

La teneur en protéines solubles évolue de la mémenfchez les deux variétés
(fig.23).

Chez les plantules stressées des deux variétégnkur en protéines solubles
augmente progressivement jusqu’a atteindre uneivadaximale puis elle diminue.

Les plantules témoins de la variété Balkan 755 Am@sentent une teneur moyenne
en protéines totales de 45.70 + 0,63 niglg MVS. Chez les plantules stresseées, la
teneur en protéines augmente de 53,07 thdggMVS au 8™ jour d'arrét d’arrosage
473,62 + 4,67 mg:g de MVS aprés 6 jours d'arrét d’arrosage. Lorsqeiesttess
devient plus sévére cette valeur diminue a 44,58,24 mg.g de MVS se
rapprochant ainsi de celle des plantules témoins.

Chez la variété Champagne, la teneur en protéines les plantules témoins est de
56,51 + 4,57 mg.§ de MVS; celle-ci diminue Iégérement au cours @gérience
atteignant 50 mdg de MV'S apreés 15 jours d'arrét d’arrosage.

Chez les plantules stressées, la teneur en pretég@es est sensiblement égale a
celle des plantules témoins entre 3 et 6 jourg@afarrosage ; cette teneur s’éleve a
62,95 + 16,08 mg:yde MVS aprés 9 jours d’arrét d’arrosage soit umgnaentation

de 20,92 % par rapport au témoin, puis diminue,22& 0,32 mg.g de MVS chez
les plantules séverement stressées soit 59 % deti@a par rapport aux plantules
témoins.
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Figure 23 : Effets du stress hydrique sur la teneur en pregintales des plantules
des deux variétés de lentille dgées de 33 joursnises a un arrét d’arrosage

progressif de 3 a 15 jours.

* différence significative par rapport au témoin%@.005)
** différence trés significative par rapport au &m(P= 0.01)

IV.6.2-Discussion

Chez la variété Balkan une augmentation de la teeerotéines est observée
pendant toute la durée du stress. Chez la variééén@agne, une augmentation de la
guantité de protéines est observée pendant la @rersémaine puis une chute rapide
et importante s’ensuit.

En plus du phénomeéne d’osmorégulation, les deugtéarde lentille ont répondu aux
conditions de stress hydrique par une hausse @anwéau de protéines totales au
niveau des feuilles. Cette augmentation seraitduae activation d’'un ensemble de
genes permettant la synthése des protéines sp@sfagsociées aux stress telles que
les protéines «LEA» qui assurent une protection’elesemble vital des protéines
cellulaires (David et Grongnet, 2001), et les @ire#és de choc thermique (Hsp) qui
permettent un maintient des structures protéiquemambranaires de la cellule
végetale (Bakeet al., 1988).

Les changements dans le métabolisme des protéinescoars d'un stress
environnemental peuvent étre associés a une ddigradas protéines.

Le processus de la dégradation des protéines eétajément plus accéléré que leur
synthése par des contraintes environnementales emglapt la sénescence des
tissus naturels (Huffaker., 1990). La dégradaties gdrotéines induite par le stress
semble étre relativement peu spécifique, impliquenhombreuses enzymes (Cooke
et al., 1980).
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La dégradation des protéines est effectuée pansenable de protéases, y compris les
enzymes de la voie ubiquitine / protéasome et algnzymes protéolytiques, tels
gue la cystéine protéase, sérine protéase et ledlopéotéases (Schaller, 2004).

En outre, le métabolisme azoté représente le fatgeulus important qui influence la
croissance et les performances de la plante. ltarpation du métabolisme de I'azote
sous conditions de déficit hydrique représentefdtehégatif le plus important.

Certaines études ont montré une réduction de ltrpbisa de nitrates et une
diminution de I'activité nitrate réductase sougss$rhydrique.

IV.7- L'intégrité membranaire
IV.7.1-Résultats et interprétations
IV.7.1.1- la fuite relative d’électrolytes

Lors d'un stress, les membranes cellulaires peuétre endommagées ; la
mesure de la fuite relative d’électrolytes permédstimer le niveau des lésions
membranaires.

Pour la variété Balkan 775 Amir, les résultats nbgemontrent une augmentation de
la fuite relative d’électrolytes chez les plantuséessées (33,68 £3,36 %) par rapport
aux plantules témoins (29,93 %). Cette augmentatéfait de maniére progressive

au cours du stress. Le taux de variation est d#2%, par rapport au témoin apres 12
jours d’arrét d’arrosage (Fig.24).

Chez les feuilles des plantules témoins de la t@ri€hampagne, la fuite
d’électrolytes est estimée a 24,22 %. Cette fustephis importante chez les plantules
stresseées, elle passe a 61,97 % aprés 12 jour8tdi@rrosage soit une augmentation
de 71,19 %. Cette augmentation est plus importgote celle observée chez les
plantules de la variété Balkan.

Chez la variété champagne, lorsque le stress hyarigvient tres sévere (15 jours
d’arrét d’arrosage), les feuilles s’enroulent cergnd I'estimation de la fuite relative
d’ions impossible.

o



Résultats et discussions

~

o
]

~

o
]

* %

g S
- 60 - E 60 -
e s £
350 - § 50 1
s * 5
= 1]
240 - 3 40 -
(] o
w (7]
(]
T 30 - 3 30 A
2 2
B 20 - 820 -
@ e
210 - 210 -
3 b
0 T T T 1 0 T T T 1
3 6 9 12
Jours de stress ; J?)urs de st?ess -
=== B T e=f==BS =S==Ch T =f==Ch S

Figure 24 : Effets du stress hydrique sur la fuite relativélectrolytes des plantules
des deux variétés de lentille dgées de 33 joursnises a un arrét d’arrosage

progressif de 3 a 15 jours.

* différence significative par rapport au témoin<£@.005)
** différence trés significative par rapport au &@m(P= 0.01)

IV.7.1.2- Effet du stress hydrique sur la teneur ensubstances réactives a
I'acide thiobarbiturique

Le dosage de la teneur en substances réactiveacidel’ thiobarbiturique (ex
MDA) permet d’évaluer l'effet du stress oxydatifoguit par le déficit hydrique sur
les membranes cellulaires. Le MDA étant un des yitedinaux de la peroxydation
des acides gras polyinsaturés, il est considérémmmarqueur des dommages
occasionnés aux lipides membranaires par les es@@tves d’oxygene (Smirnoff,
1993).

Pour la variété Balkan 755 Amir, la teneur en MDds gblantules stressées est moins
importante comparativement aux plantules témoirmm®ins apres 12 jours d’arrét
d’arrosage la teneur en MDA est sensiblement la en@me celle des plantules
témoins (Fig. 25).

Chez la variété Champagne, les plantules streggésentent une augmentation de la
teneur en substances réactives a l'acide thiohmidpile par rapport a celle des
plantules témoins. Cette teneur qui est de 7,75%% Bmole.g de MVS (identique
chez les témoins et les stressées aprés 3 joun€tdtiarrosage) augmente a 14,3
nmole.g' de MVS aprés 15 jours d'arrét d’arrosage soit aarpentage de variation
de 68,01 % par rapport aux plantules témoins.
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Figure 25 : Effets du stress hydrique sur la teneur en MDAs plantules des deux
variétés de lentille agées de 33 jours soumiseas arnét d’arrosage progressif de 3 a

15 jours.

** différence trés significative par rapport au &m(P= 0.01)
*** différence hautement significative par rappart témoin (P =0.001)

IV.7.2-Discussion

Il est admis que le stress hydrique est accompalymeé stress oxydatif qui
augmente la production des radicaux libres provoguansi, une peroxydation des
lipides membranaires (Smirnoff, 1993).

Dans notre cas nous avons remarqué chez la vdeégtdle de Champagne une
augmentation de la teneur en MDA chez les plantilessées (+ 78,56 % par rapport
aux plantules témoins) ; mais chez les plantulessées de la variété Balkan, cette
augmentation n’est que de 16,48 % par rapport &antyles témoins.

La peroxydation des lipides membranaires s'estyii®@ar défaut de fonctionnement
du systeme de détoxification (Morgk al., 1989; Jiang et Huang, 2001). Une telle
observation a été rapportée sous l'effet du déhgdrique chez plusieurs espéces
(Irigoyen et al., 1992; Zhang et Kirkham, 1994; Jiang et Huand)120Nang et
Huang, 2004). Cependant, cette réponse n’est paeg&hezHypericum brasiliense
puisque le MDA n'a pas augmenté de maniere sigiiNie au niveau des tiges et des
racines de ces plantes (Valentosti@l., 2006).

Le degré de permeabilité de la membrane cellulzeng étre également estimé par
conductimeétrie. Nos résultats montrent que la frtetative d’électrolytes notée chez
les plantules stressees des deux variétés augrdenteaniére tres significative a
partir du 9™ jour de d’arrét d’arrosage. Cette augmentatiamples importante chez
la variété Champagne (160,94 %) que chez la vaBétkan 775 (73,79 %) signe
d’une instabilité membranaire.
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L’augmentation de la fuite d’électrolytes est lanséquence d'une hausse de la
diffusion passive a travers la bicouche phosphdiipie membranaire lésée par la
sécheresse et/ou d'une inactivation des protéingcipant au transport actif des

ions. El hafid et Belabed (1994) ont noté une \mlité dans la réponse membranaire
au déficit hydrique chez deux variétés de sojagbiay et Adoc).

Sairam et Srivastava (2001) rapportent que lestgpas tolérants au stress chez le
blé ont un bas niveau de péroxydation des lipidesnbranaire et un indice de
stabilité membranaire élevé (MSI) par rapport aérajypes sensibles. Sairaanal.
(2002) et Boret al. (2003) notent une corrélation entre 'augmentatie I'activité
antioxidante et la diminution du taux de peroxyoiatdes lipides membranaires chez
les génotypes tolérants a la sécheresse chez le blé

IV.8- Effet du stress hydrique sur les activités exymatiques
IV.8.1-Résultats et interprétations

L'un des effets du stress hydriqgue au niveau cahelest le stress oxydatif qui
résulte de 'augmentation de taux des formes astilexygene (telles que le,8y)
qui peuvent provoquer des dommages au niveau cidlide. Le systéme antioxydant
intervient pour diminuer le taux des ROS.

Dans cette partie nous avons étudié les activitgyneatiques de la catalase et de
'ascorbate peroxydase non-chloroplastique geriiénnent dans la détoxification.

IV.8.1.1- L'activité catalase

Les résultats obtenus pour l'activité enzymatigaedadcatalase (Fig. 26) montrent que
les deux variétés de lentilles réagissent de la ené@gon concernant I'activité
enzymatique catalase : les deux variétés montraat augmentation de I'activité
catalase sous l'effet du stress.

Chez les plantules stressées de la variété Batkdie, activité varie entre 73,08 nmole
de HO,. mint. g de protéines aprés 3 jours & 61,72 nmoles A&.Hnin™. g™ de
protéines apres 12 jours ce qui correspond a #8,d&ugmentation.

Chez la variété Champagne, I'activité enzymatigedadcatalase chez les plantules
stressées augmente progressivement par rappotleaobservée chez les plantules
témoins jusqu'a atteindre une valeur maximale de2B3nmoles de ¥D,. min*. g*

de protéines aprés 15 jours de stress. Cette adgtioenest 95,49 % par rapport aux
plantules témoins (33,58 nmole dgdd. min’. g™ de protéines).
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Figure 26 : Effets du stress hydrique sur l'activité enzymadigatalase des plantules
des deux variétés de lentille dgées de 33 joursnises a un arrét d’arrosage

progressif de 3 a 15 jours.
* différence significative par rapport au témoin%@.005)

IV.8.1.2- L'activité de I'ascorbate peroxydase

Les résultats obtenus pour l'activité enzymatigque I'dscorbate peroxydase
(fig.27) montrent que les deux variétés de ledtiliéagissent de la méme facon
concernant I'activité enzymatique APX : les deurét&s montrent une augmentation
de l'activité ascorbate sous I'effet du stresso{®$ d’arrét d’arrosage). Cette activité
diminue lorsque le stress est plus sévere.

Chez les plantules témoins de la variété BalkattiVité ascorbate péroxydase est
relativement stable pendant toute la durée de €&erpentation : celle-ci varie de
389,06 nmoles. mih mg'de protéines a 432,28 nmoles d'ascorbate oxyd&.min
mg'de protéines entre le début et la fin de I'expéritation. Chez les plantules
stressées, l'activité ascorbate péroxydase esR@d®3J umole d’ascorbate oxydé.min
! mg'de protéines aprés 3jours (soit 85% d’augmentatarapport au témoin), elle
diminue & 433.18 nmoles d'ascorbate oxydéimmg'de protéines aprés 9 jours
d’arrét d’arrosage (valeur identique a celle du démn puis a 119.11 nmoles
d’ascorbate oxydé.mihmg'de protéines soit 55% de diminution par rapport au
témoin.

Chez la variéte Champagne, l'activité APX des plEs témoins varie peu entre le
3 et le ¥ jour de stress (263.22 nmoles d'ascorbate oxydé.mig’de
protéines en moyenne) ; cette activité est doulalg@es 12 et 15 jours d'arrét
d’arrosage (584.73 nmoles d’ascorbate oxydé'mig’de protéines).

Chez les plantules stressées dés le troisiemedjatét d’arrosage, 'APX est deux
fois plus élevée sous I'effet du stress (764,13 lemd’ascorbate oxydé.mtmg*de
protéines), elle diminue progressivement devenarg faible que chez les plantules
témoins apres 12 et 15 jours d’arrét d’arrosage.
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Figure 27: Effets du stress hydrique sur I'activité enzymagiascorbate peroxydase
des plantules des deux variétés de lentille agée83djours soumises a un arrét

d’arrosage progressif de 3 a 15 jours.
* différence significative par rapport au témoin<£@.005)

IV.8.2-Discussion

Pour contrer les effets déléteres du stress oXydatplante dispose de tout un
arsenal de systemes antioxydatifs dont la catafelsa@scorbate péroxydase.

Des hautes activités des enzymes antioxydantesicaerdl la tolérance a la
sécheresse de cultivars de marier (Reddwl., 2004), de thé (Upadhyay al.,
2008) et d'olivier (Ben Ahmes al., 2009).

Nos résultats (augmentation des activités des daaymes) sont en accord avec les
résultats obtenus par Redetyal. (2004) et Turkamt al. (2005) qui ont trouvé un taux
élevé de l'activité de la CAT chez les variétégtahtes au stress hydrique. L'APX et
d’autres enzymes antioxydantes jouent un réle tangintien de faibles niveaux de
H,O, chez le blé cultivé tolérant a la sécheresse (Fleaikirkham, 1994).

Diverses réponses des activités de CAT au défycitique sont rapportées. Certaines
études ont observé que le stress hydrique engeedractivités élevées de la catalase
(Buenoet al., 1998 ; Lunaet al., 2004). Dans d’autres études, l'activité catalase
diminué (Quartacci et Navari-lzzo, 1992; Zhandekham, 1994; Jiang et Huang,
2001). La diminution de l'activité CAT pourrait &tattribuée a sa photo-inactivation
(Feierabend et Engel, 1986; Polle, 1997). L'iniobitde la synthese des protéines
induite par le stress hydrique (Badianial., 1990) explique en partie la diminution
marquée de l'activité de CAT a la lumiére chez plesites soumises a un stress
hydrique (Zhang et Kirkham, 1994).

Sharma et Dubey (2005) ont rapporté une diminutienH,O, concomitante a une

augmentation des activités de la SOD et APX cheplantules de riz soumises a un
stress hydrique.
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Chez un clone d€offea Canephora résistant a la sécheresse, les activitks la
catalase et peroxydase augmentent beaucoup plutagade clone sensible (Linea
al., 2002) ; cette augmentation d’'activité enzymatigntioxydante est traduite par
des niveaux bas de la peroxydation des lipides ¢ flite d’électrolytes.

La variétéPhaseolus acutifolius résistante a la sécheresse, révele égalemenadts h
niveaux des activités CAT, SOD, POD et APX, et dagaux bas concernant la
peroxydation des lipides comparésPhaseolus vulgare sensible a la sécheresse
(Turkanet al., 2005).

IV.9- Effet du stress hydrique sur le profil électophorétique des deux variétés
IV.9.1-Résultats et interprétations

Les profils des protéines totales des feuillesdas< variétés de lentille étudiées,
obtenus par SDS-PAGE révelent des variations defeplantules témoins et les
plantules stressées (fig. 28 et fig. 29). Les wiifiées se manifestent par des
variations dans l'intensité de certaines bandéamparition ou la disparition d’autres
bandes.

Concernant le profil électrophorétique des prot®ide la variété Balkan 775 Amir
(fig. 28), nous remarquons que les bandes correlspaux grosses sous-unités de la
Rubisco sont bien présentes. Au cours du stness, remarquons que l'intensité des
bandes diminue au fur & mesure que le stressrsSifit

Par ailleurs, nous remarquons l'apparition de bardte protéines chez les plantules
stressées a la fin du stress (de 9 a 12 jourséd'drarrosage). Ces bandes ont un
poids moléculaire d’environ 60 kDa. Une deuxiemadead’environ 30 kDa apparait
au 12" jour chez les plantules stressées.

Chez la variété Champagne, nous avons remarqugaligipn d’'une bande d’environ
30 kDa chez les plantules séverement stressegeutsbd’arrét d’arrosage) (fig. 29).
A partir du 12™ jour aprés arrét d’arrosage, le profil électragtigue des plantules
stressées est marqué par la disparition d’une bamdéique dont le PM correspond a
environ 54 kDa).

&
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Figure 28 : Profil électrophorétique SDS-PAGE des protéinesléstdes feuilles de
la variété Balkan 775 Amir chez les plantules témait stressées agées de 33 jours.

Figure 29 : Profil électrophorétique SDS-PAGE des protéinealéstdes feuilles de
la variété Champagne chez les plantules témoistsextsées agées de 33 jours.

1V.9.2-Discussion

Il est évident que le stress hydrique provoque desigements significatifs au
niveau de la composition protéique. Dans la deengartie de notre travail, nous
avons essayé d'étudier la composition protéique mlastules par la technique
d’électrophorése SDS-PAGE. Dans cette partie daitraous avons constaté qu’une
protéine d’'un PM d’environ 30 kDa apparait chezdesix variétés. Nous supposons
gue cette protéine correspond a une protéine ghllstique. Des travaux réalisés par
Huseynoveet al., 2010 ont mis en évidence cette protéine chepldesules tressées.
D’aprés Reyet al. (1998), une protéine stromatique de 32 kDa appéarénla
thioredixine est supposée maintenir I'état redog peotéines chloroplastiques sous
des conditions de stress hydrique.
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Nous avons aussi constaté I'apparition d'une baelerotéine d’environ 60 kDa
chez les plantules stressées de la variété BaNams supposons que cette bande de
protéine correspondrait a une dehydrine (CPA 60).

Les dehydrines sont des protéines induites parstiess environnementaux qui
provoquent une déshydratation des cellules (Clb387). Huseynovat al., (2010),
ont trouvé que l'intensité d’'une protéine de 60 kagmente chez les génotypes
résistants. L’expression saisonniere de ce polygeat été rapportée chez plusieurs
especes (Wisnewski al., 1999).

Tous ces groupes de protéines sont caractérisés upar grande capacité

hydrophobique. Durant une déshydratation des esllges protéines empéchent la
perte d’eau due a leur capacité hydrophobique ilis&it ainsi les protéines

cellulaires.

&
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V- Conclusion

Le travail entrepris a pour but de comprendre ég®nses de deux variétés de
lentille & une contrainte hydrique.

Les résultats obtenus dans le cadre de nos expédtisms nous permettent de tirer
les conclusions suivantes :

Sous l'effet d'un arrét d’arrosage, la teneurtretaen eau des plantules des
deux variétés diminue ce qui traduit l'installatidfune sécheresse physiologique.
Cette diminution est d'autant plus importante qlietdnsité du stress est plus
accentuée (a partir de 9 jours d’arrét d’arrosalge)durée du stress supportée par la
variété Balkan n’est que de 12 jours alors que jouwariété Champagne cette durée
va jusqu’a 15 jours apres arrét d’arrosage.

Du point de vue morphologique, les plantules séesdes deux variétés de
Lens culinaris L apparaissent plus petites par rapport aux plantidmoins. Cette
réduction de taille est un des effets du stressidpyd sur les plantules. D’apres Wang
et al., (2003) les stress environnementaux, notammerstréss hydrique, limitent
sérieusement la croissance des plantes ainsi qu@dactivité végétale. Cependant,
Lawlor et Cornic (2002) supposent que les planta® sapables de modifier de
nombreux aspects de leur développement (diminut@fa croissance) et/ou de leur
physiologie de maniere a mieux s’adapter aux canditdéfavorables.

Le stress hydrique induit généralement un stresglai entrainant des
dommages a I'échelle cellulaire. Nos résultats omintré une diminution des
pigments photosynthétiques (chlorophylles et caities) chez les deux variétés liés
a linstallation du stress oxydatif. Au niveau nieamaire, la variété Balkan, ne
semble pas étre affectée dans la mesure ou leuneaMDA et celui de la fuite
relative des électrolytes sont sensiblement idaeiga ceux des plantules témoins.
Par contre, chez la variété Champagne, I'intégnénbranaire semble endommagée
par le stress hydrique vue I'augmentation de lteftelative des électrolytes et celle
de la quantité de MDA comparativement avec lestplas témoins.

Pour faire face aux conditions de stress, les danétés ont édifié des
mécanismes d’adaptation. Ainsi, pour garder le makde turgescence aussi élevé
gue possible, aprés la baisse de la disponibititéaal, les deux variétés ont accumulé
certains osmotica dont la proline.

En général, la proline est connue pour son role dlajustement osmotique lors d’'un
stress hydrique et/ ou pour constituer une soueceadbone et d’azote. Cependant, de
nombreuses études ont rapporté un role protectela droline contre les dommages
causés par les formes actives d’oxygene (Oegalr, 2008).

Chez la variété Balkan, la proline semble jouable d’'osmotica et de protecteur. Par
contre, chez la variéeté Champagne, le r6le dedangr semble limité a I'ajustement
osmotique.

Les résultats obtenus montrent une relation, desréeneurs en proline accumulées et
les quantités en pigments chlorophylliens perdaschacune des deux variétés. Ces
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résultats suggerent I'existence d’'une connexiorisgmablable entre les voies de
biosynthese des pigments chlorophylliens et dedéine. Une compétition entre ces
deux composés pour leur précurseur commun, lerghty peut étre a l'origine de
cette évolution (Bengstaat al., 1978 ; Reddy et Veeranjaneyulu, 1991).

Concernant la teneur en sucres solubles, les pdsntes deux variétés
réagissent différemment a la déshydratation. Caegplantules de la variété Balkan,
dés 3 jours d’arrét d’arrosage, la teneur en suswksles diminue chez les plantules
stressées par rapport aux plantules témoins. Gatiitait une réduction de I'activité
photosynthétique liée en partie a la diminutioncéforophylles et en caroténoides
enregistrée chez cette variété. Par ailleurs liBation des sucres dans les processus
énergétiques nécessaires a la croissance et amgyde soutien général des plantules
pourrait également expliquer leur réduction.

Par contre, chez la variété Champagne, la tenesueres solubles augmente dans
les feuilles des plantules stressées (a partiB deurs d'arrét d’arrosage). Cette
accumulation de sucres pourrait étre impliquéesdajustement osmotique. Ainsi,
les enzymes liées au métabolisme des sucres semall@nune importance majeure
dans la tolérance au stress hydrique. L'implicaties sucres dans la réponse au stress
hydrique a été mise en évidence de par les camésabbservées entre le contenu en
certains sucres et I'acquisition de la toléranaes Corrélations ont été observées chez
les animaux, les plantes, les levures et les hast@Borharret al. 1981).

Afin de contrer les effets déléteres du stress atifydccompagnant le stress
hydrique, la plante dispose de mécanismes antidkyd&hez les deux variétés de
lentille stressées, nous avons montré une augnmmids activités de la catalase et
de l'ascorbate péroxydase. Ceci expliquerait etigpl faible niveau de dommages
membranaires chez la variété Balkan. Par contrez ¢h variété Champagne et
malgré 'augmentation des activités des deux ensyroela ne semble pas suffire a
baisser le niveau des molécules actives d’oxygenaiades quantités de MDA et de
la fuite des électrolytes.

La modification du métabolisme en réponse au strepbque nécessairement
une modification de I'expression des geénes abauitsa la synthese de nouvelles
protéines dites « protéines de stress ». Les d@dsosynthese sont ainsi réorientées
vers I'élaboration de protéines de protection ou régaration : thiorédoxines,
déhydrines, LEA, capables de se lier aux protéimssables pour prévenir les
phénomenes de dénaturation et d'agrégation et prairdeur renaturation.

Sous l'effet du stress hydrique, une protéine d’treataine de kDa a été mise en
évidence chez les deux variétés. Elle serait appsgeaux thioredoxines (Rey al.,
2005)supposée maintenir I'état redox des protéines oplastiques en conditions de
stress. Chez la variété Balkan, nous avons remdiapgarition d’'une autre protéine
de 60 kDa que nous supposons étre une déhydrioigine de type LEA, participant
au maintien de la stabilité membranaire.

Le déficit hydrique induit un grand nombre de fames impliguées dans les
réponses des deux variétés de lentille.
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Nos observations ont montré que pour les différgriameétres étudiés, les deux
variétés ne réagissent pas de la méme facon vs-@u\stress :

v" Du point de vue morphologique, la taille de la jgagérienne des plantules
stressées de la variété Balkan est plus petitecglle des plantules stressées
de la variété Champagne.

v" Réduction avec la méme intensité de la teneur gmemts photosynthétiques
chez les deux variétés.

v" Augmentation de la teneur en sucres chez la vatib&mpagne, et diminution
chez la variété Balkan.

v" Accumulation plus importante de la proline chexddété Champagne.

v Augmentation du MDA et de la fuite des électrolytelsez la variété
Champagne et faibles variations chez la variété&dsal

v' Augmentation des activités enzymatiques de la as¢alet de l'ascorbate
peroxydase, plus importante chez la variété Chanwage chez la variété
Balkan.

v' Apparition chez la variété Balkan, d’'une nouveltetpine (non détectée chez
la variété Champagne) qui semblerait participemaintien de la stabilité
membranaire.

A l'issue du travail réalisé sur les deux variét@gls pouvons conclure que la
variété Champagne supporte plus longtemps la dotdraydrique (15 jours contre
12 jours pour la variété Balkan). Toutefois et ctenfenu des divers parametres
étudiés, la variété Balkan semble mieux suppoateohtrainte hydrique. Néanmoins,
la capacité des plantes a survivre et se dévelaapsituation de stress abiotique est
un caractére complexe et polygénique, ayant poiginer de nombreux processus
agissant de facon additive et synergique.

Ainsi, pour appréciation plus compléete de l'effet & contrainte hydrique sur les
plantules des deux variétés dens culinaris L, il serait intéressant de compléter et
d’enrichir ce travail par :

- Une étude histologique au niveau racinaire etifelia

- Un dosage d’autres antioxydants impliqués danydeeme de détoxification
tels que la supéroxyde dismutase, la glutathioroxyelase, le glutathion
I'ascorbate et I'alpha tocophérol.

- Un dosage d’autres solutés tels que la glycindrmta

- Une étude plus approfondie des protéines nouvetieamparues.
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Annexes
Les réactifs utilisés
I) Les sucres éthanolosolubles

0.2 g d’Anthrone
100 ml d’acide sulfurique (#$0Oy) a 91 %

II) Protéines totales

10mg de bleu de Coomassie (G 250)

5 ml d’éthanol a 95 %

10 ml d’acide orthophosphorique a 85 %Rid))
Compléter a 100ml avec I'eau distillée

[II) Proline

1.25 mg de ninhydrine
30 ml d’acide acétique pur (GEOOH)
7.5 ml d’acide orthophosphorique a 85 %RiAy)

VI) solutions tampons et préparation des gels de SBPAGE

1) Laemmli Buffer Tampon de dénaturation des protéies (échantillon)
- 6.25 ml de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8.

-1.15 g de SDS.

-5 ml glycérol.

-5 g saccharose.

-0.25 g Bleu de Bromophénol.

-A juster & 25 ml avec I'eau distillée.

2) Solution mere d'acrylamide-Bis acrylamide a 30 %
-29.2 g d'acrylamide.

-0.8 g Bis acrylamide.

-100 ml d'eau distillée.

3) Solution d'APS (Ammonium Persulfate) a 10 %
-0.1 g d'APS.
-1 ml d'eau distillée

4) Tampon Tris-HCI| 1.5 M pH 8.8
-18.165 g de Tris.

-100 ml de l'eau distillée.

-Ajuster a pH 8.8 avec HCI fumant.

5) Tampon Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
-6.055 g de Tris.

-100 ml de l'eau distillée.

-Ajuster a pH 8.8 avec HCI fumant.
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6) Tampon d'électrophorese (migration
- 6 g de Tris.

- 28.8 g de Glycine.

-2 gde SDS.

- Ajuster a 2l avec l'eau distillée

7) Solution de coloration

- 0.85 g de bleu de Coomast@50.
-500 ml de méthanol.

-100 ml d'acide acétique.

-Ajuster avec de l'eau distillée a 1000 ml.

8) Solution de décoloration
-500 ml de méthanol.
-100 ml d'acide acétique.

-Ajuster avec de l'eau distillée a 1000 ml.

9) Gel de séparation ou de migration
-2.8 ml d'acrylamide-Bis acrylamide.
-1.5 ml Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8.

-1.57 ml de l'eau distillée.

-20 ul de Temed.

-80ul d'APS a 10 %.

10) Gel de concentration a 5 %

-1.5 ml d'acrylamide-Bis acrylamide.
-0.625 ml Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8.
-1.535 ml de I'eau distillée.

-10ul de Temed.

-30ul d'APS a 10 %.



Abstract

This work propose to study the effect of drought stress on variability of physiological responses
behavior of two varieties of Lens culinaris L Balkan 755 Amir and Champagne. Interest is given to quantitative
and qualitative changes of proteins as well as the activity of an antioxidant enzyme, catalase. Stress disrupts the
water status of seedlings of two varieties which induces an accumulation of proline that plays a role in osmotic
adjustment. The water deficit also causes a decrease in photosynthetic pigments (chlorophylls and carotenoids).
Oxidative stress that accompanies this water stress generates reactive oxygen species responsible for lipid
peroxidation, especially membrane phospholipids. This peroxidation estimated by reactive substances whose
malonyldialdehyde barbituric acid (MDA) or in terms of membrane integrity is more important in var.
Champagne. To counter this oxidative stress, catalase activity and ascorbate peroxydase are increased.

At the protein level, we record a decrease in total protein content, result of reduced photosynthesis and
mineral uptake. Atthe qualitative level, we have demonstrated by SDS-PAGE the appearance of two new stress
proteins of approximately 30 kDa and 60 kDa. The first would be :

- A CDSP 32 (chloroplastic Drought-induced stress protein), thioredoxin-like protein localized in the chloroplast
whose accumulation is induced by severe stress. It plays a role by maintaining the thiol redox-disulfite during
stress.

-Or a CDSP 34, a protein located in thylacoids, is induced by a progressive and moderate water stress. The
alleged role of this chloroplastic protein is in relation to the tolerance of the photosynthetic apparatus to
dehydration.

The second stress protein, observed only in var. Balkan, would be a dehydrin (CPA 60) known to accumulate in
greater amounts in resistant genotypes. The dehydrins are proteins induced by environmental stresses that cause
dehydration of the cells.

Key words: Lens culinanris L, drought, physiology, morphology, antioxydante activity, SDS-
PAGE.
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