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Résumé

La sensibilité¢ des plantes au déficit hydrique, qui s’exprime en terme agronomique par une
diminution des récoltes, varie fortement d’un génotype a 1’autre. L’orge affiche une grande
diversité génétique, qui constitue une base précieuse de ressources génétiques vis-a-vis des
capacités d’adaptation aux contraintes environnementales. La plupart de ces contraintes
stimulent la production d'espéces réactives de 'oxygene (ERO) dans les plantes, provoquant
ainsi un stress oxydant. Dans ce travail, nous avons estimé le niveau de stress oxydant et la
participation de systémes antioxydants lors de la réponse au manque d’eau de deux génotypes
d'orge : Express, une variété sensible et Saida, une variété locale algérienne sélectionnée pour
sa tolérance au déficit hydrique. Les plantes agées de 15 jours ont été soumises a un déficit
hydrique de huit jours puis réhydratées dans des conditions contrélées. Une diminution plus
importante du contenu relatif en eau en condition de déficit hydrique et un niveau plus élevé
de stress oxydant évalué par des méthodes HPLC et d'imagerie de la peroxydation lipidique
ont été observés chez Express. Nous avons mesuré¢ des teneurs beaucoup plus élevées en
glutathion et en ascorbate chez Express par rapport a Saida en condition de manque d’eau et
aprés réarrosage. Express montre également lors d’un déficit hydrique de plus fortes
augmentations des quantités d'antioxydants lipophiles comme 1’o—tocophérol et les
caroténoides de type xanthophylles. Concernant les enzymes de type réductases a thiol qui
limitent les dommages oxydants, nous avons remarqué que certaines formes de
peroxyrédoxines sont un peu plus abondantes chez Express lors du déficit hydrique et n’avons
pas noté¢ de différences importantes entre les 2 génotypes pour la quantité et I’activité des
méthionine sulfoxyde réductases. En revanche, le cultivar Saida présente des niveaux
supérieurs des activités catalase et superoxyde dismutase, enzymes détoxiquant les especes
réactives de l’oxygeéne. Dans l'ensemble, les résultats montrent des réponses distinctes
relatives aux mécanismes d’antioxydants chez les deux génotypes d’orge. En effet, la
tolérance de Saida par rapport a Express est associée a une capacité enzymatique
d’¢limination des ERO plus ¢élevée. Le génotype sensible présente des quantités beaucoup
plus fortes de composés antioxydants de faible poids moléculaire. Ces composés pourraient
constituer une ligne de défense secondaire contre les dommages oxydants résultant d’une
capacité plus faible des systemes antioxydants enzymatiques.

Mots-clés: mécanismes antioxydants; orge; Stress oxydant; sensibilité au déficit hydrique



Abstract

The sensitivity of plants to water deficit, which leads to decreased crop yields, varies greatly
among genotypes. Barley displays a great diversity, which is a valuable genetic resource for
improving the capacity of this species to adapt to environmental constraints. Most of these
constraints stimulate the production of reactive oxygen species (ROS) in plants, causing
oxidative stress. In this work, we studied the level of oxidative stress and investigated the
participation of various antioxidant systems in the response to water deficit of two barley
genotypes: Express, a susceptible variety and Saida, a local Algerian variety tolerant to water
deficit. 15-day old plants were subjected to water shortage and rewatered in controlled
conditions. We observed a greater decrease in the leaf relative water content in Express during
water deficit and a higher level of oxidative stress assessed by HPLC and imaging methods
compared to Saida. Substantially higher amounts of glutathione and ascorbate were found in
Express during water deficit and after rewatering. Express also shows during water shortage
greater increases in the abundance of lipophilic antioxidants like a-tocopherol and
carotenoids. Concerning enzymes related to thiol reductases that limit oxidative damage, we
noticed that some forms of peroxiredoxins are slightly more abundant in Express during water
deficit and that there was no difference between the two genotypes regarding the amount and
activity of methionine sulfoxide reductases. In contrast, in water deficit conditions, the
cultivar Saida displays higher activity levels, than Saida, for catalase and superoxide
dismutase, enzymes detoxifying reactive oxygen species. Overall, these data show distinct
responses in antioxidant mechanisms in the two contrasted barley genotypes. Indeed, the
tolerance of Saida is associated with a higher enzymatic capacity of ROS detoxification. The
susceptible genotype exhibits much higher amounts of antioxidant compounds of low
molecular weight. These compounds could constitute a secondary line of defense against
oxidative damage resulting from the lower capacity of antioxidant enzymes.

Keywords: Antioxidant mechanisms ; Barley ;Oxidative stress; Sensitivity Water deficit
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Introduction

En raison de leur incapacité a se déplacer, les végétaux sont tres dépendants des facteurs
climatiques. Les contraintes environnementales abiotiques comme la sécheresse et la chaleur sont les
principaux déterminants limitant la croissance et le rendement des plantes a travers le monde (Wang
et al., 2003 ; Ceccarelli, 2010).

La disponibilit¢ en eau pour les plantes est un facteur crucial pour I'agriculture. Cette
disponibilité est principalement influencée par des facteurs liés au sol et au climat (Blum, 2005;
Neumann, 2008).

Parmi les céréales, I'orge (Hordeum vulgare) est I'une des espéces les plus largement cultivées
dans le monde. Grace a sa diversité génétique, I'orge présente une remarquable faculté d'adaptation a
un large éventail d'environnements qui s’étend de I’ Arctique aux régions tropicales, et qui comprend

également les hautes altitudes (von Bothmer et al., 2002).

Cette diversité est une source précieuse pour I'amélioration des cultures. Elle constitue une base
fondamentale pour étudier les processus d'adaptation et identifier les génes et les régions génomiques

impliquées dans les mécanismes de tolérance au stress.

L'orge est largement cultivée dans les régions méditerranéennes, qui sont caractérisées par un
régime de précipitations tres variables et souvent faibles (Baum et al., 2007). L’adaptation des
plantes comme I’orge au manque d'eau est réalisée aux niveaux moléculaires, biochimiques,

physiologiques et anatomiques.

La tolérance a la sécheresse est la résultante de nombreux mécanismes anatomigues,
physiologiques, biochimiques et moléculaires complexes. De nombreuses études ont démontré que
des mecanismes liés a la conductance stomatique, a I'absorption des nutriments, aux hormones, aux
osmolytes et aux antioxydants jouent un réle important dans la tolérance des plantes a la sécheresse ;
ces mécanismes couplées a des systemes antioxydants efficaces, sont souvent les principaux

mécanismes de tolérance au déficit hydrique (Ingram et Bartels, 1996 ; Tardieu, 2005).

La croissance cellulaire et la photosynthese sont parmi les processus affectes en premier lieu par
le déficit en eau (Chaves, 1991). En effet, les conditions de secheresse conduisent genéralement a des
dommages oxydants importants (Smirnoff, 1993), qui résultent en partie de I'affaiblissement de la
machinerie photosynthétique. Une diminution de l'activité photosynthétique est généralement

observée des les premiers stades de manque d'eau du fait de la diffusion limitée du CO, a travers les
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stomates (Flexas et al., 2004). En conséquence, les plantes sont exposées a un exces d'énergie
lumineuse, qui ne peut étre convertie en énergie biochimique. Ceci conduit a la production d'especes

réactives de I'oxygene (ERO) (Demmig-Adams et Adams, 1992; Foyer et Noctor, 2005).

Le stress oxydant survient lorsque la capacité antioxydante des cellules végétales est saturée par
des niveaux elevés en ERO. Ceci aboutit a des effets d’altération et des dommages sur toutes les

macromolécules.

Les plantes ont développé un ensemble complexe de systémes antioxydants pour prévenir les
dommages oxydants. En effet, elles possédent de nombreux composés antioxydants de bas-poids
moléculaire, soit solubles comme l'ascorbate et le glutathion, soit lipophiles tels les caroténoides et

les tocophérols (Noctor et Foyer, 1998; Havaux et Niyogi, 1999; Havaux et al., 2005).

Elles possédent également divers types d'enzymes antioxydantes bien caractérisées comme les
superoxyde dismutases (SOD), les catalases (CAT) et les peroxydases (Apel et Hirt, 2004). De
nombreuses études ont démontré que ces systéemes participent aux réponses des céréales au déficit
hydrique. Par exemple, Loggini et al., (1999) ont rapporté, chez un cultivar de blé sensible, une
teneur plus élevée en zéaxanthine, un caroténoide qui participe a la protection contre 1’oxydation des

lipides par la dissipation non radiative de I'énergie en exces, par rapport a des cultivars tolérants.

En utilisant les séquences EST générées a partir d'une banque d’ADNc, Gorantla et al., (2007)
ont identifié des génes induits par la sécheresse dans des plants de riz et observé que les génes codant
pour les isoformes SOD et CAT sont régulés en réponse au déficit hydrique. Chez le blé, la
sécheresse provoque 1’accumulation d’H,O,, l'expression du géne CAT et une augmentation de
I’activité CAT (Luna et al., 2005).

En ce qui concerne l'orge, relativement peu de données sont disponibles concernant le role des
systemes antioxydants dans les réponses de cette espéce a des conditions de déficit hydrique. Parmi
les 34 géenes exprimés spécifiquement dans deux cultivars d'orge résistant a la sécheresse, plusieurs
codent pour des protéines impliquées dans la détoxification des composés de type ERO comme une
aldéhyde déshydrogénase, une glutathion-S-transférase et une ascorbate oxydoréductase (Guo et al.,
2009).

Il parait donc important de caractériser et d’utiliser chez ’orge des ressources génétiques
caractérisées par une tolérance marquée au déficit hydrique et de comprendre les mécanismes et les
bases moleculaires qui contribuent a leur capacité d'adaptation face a cette contrainte. C’est dans ce

cadre que s’inscrit ce travail de thése de doctorat.
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1. Présentation de l'espéce

Depuis des siecles, les étres humains ont recours a l'orge (Hordeum vulgare 1.) dans leur
alimentation ou pour I'alimentation animale. La production d'orge occupe le quatriéme rang au niveau

mondial parmi les céréales apres le mais, le riz et le blé (FAO 2013).

L’orge est la culture la plus fréquente dans les régions séches qui adoptent 'agriculture pluviale,

car cette céréale est bien adaptée aux contraintes abiotiques (Baum et al., 2007).

En Afrique du Nord, l'orge est une culture typique des zones marginales, elle est souvent
soumise a des conditions de sécheresse extréme qui affectent de maniere significative sa production

(Ceccarelli, 1994; Ceccarelli et al., 2007).

Les variétés locales ont été définies par Zeven (1998) comme des variétés autochtones présentant
une grande capacité a tolérer des stress biotique et abiotique. Ces variétés se caractérisent par un

niveau de rendement intermédiaire dans un systéme agricole a faibles intrants.

Apres avoir évolué durant des milliers d'années dans une multitude d'environnements, les
variétés locales ont développé des modéles nombreux de variabilité qui leur ont permis de s’adapter
a un large éventail d'environnements.Elles représentent un réservoir en grande partie inexploité de

genes utiles pour I'adaptation aux contraintes biotiques et abiotiques (Brosse, 1995).

Cette adaptation est attribuée a la plasticité de caracteres morphologiques tels que la production

de biomasse, la croissance de la plante et le nombre de talles (Shakhatreh et al, 2010).

De plus, l'orge est caractérisée par une variabilité génétique importante pour des paramétres
physiologiques tels que la teneur relative en eau et les niveaux de fluorescence de la chlorophylle, qui
reflétent 1’activité photosynthétique, sous contrainte environnementale (Oukarroum et al, 2007,

Ahmed et al., 2013).

Cette variabilité est révélatrice de différences dans les mécanismes de tolérance au stress qui
permettent a la plante de maintenir les activités cellulaires en situation de contrainte

environnementale (Bartels et Sunkar, 2005).
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Cependant, les connaissances sur I'expression du génome en condition de contraintes et sur les
mécanismes impliqués dans la capacité d'adaptation restent encore trés limitées chez l'orge. Etudier
les mécanismes de tolérance a la sécheresse de 'orge pourrait faciliter une meilleure compréhension
chez cette espece des bases génétiques de la tolérance au déficit hydrique, et ainsi permettre
l'utilisation efficace des approches génétiques et génomiques chez d’autres céréales pour la tolérance

au déficit hydrique.

2.Effets du déficit hydrique sur la plante et stratégies d'adaptation

Les plantes percoivent et réagissent rapidement aux modifications de la quantité d'eau dans les
cellules a travers une série d'événements paralléles d’ordres anatomique, physiologique, cellulaire et

moléculaire (Chaves et al., 2009).

L’adaptation des plantes a des environnements hostiles implique une multitude de réponses
métaboliques et de modifications physiologiques qui peuvent permettre leur acclimatation et leur
survie (Lawlor, 2009).

Il existe des régions ou la sécheresse est quasi-permanente (climat désertique) ou intense et
réguliere au gré des saisons (climat méditerranéen). Les plantes qui peuplent ces milieux sont

adaptées a ces conditions.

Ainsi, il existe de nombreuses et diverses adaptations métaboliques (métabolismes de types C4
ou CAM), anatomiques (cuticules épaisses, feuilles modifiées, surface réduite, plantes succulentes,
présence d'un caudex) et physiologiques (cycles de développement courts) permettant aux plantes de

se développer et de se reproduire dans les milieux secs.

Dans les autres régions, au contraire, les périodes seéches sont souvent courtes et parfois
imprévisibles. Les plantes qui peuplent ces milieux non extrémes (mésophytes) ont développé des
mécanismes permettant de répondre ponctuellement a ces périodes de déficit hydrique afin d'éviter la

déshydratation cellulaire.

La plupart des plantes supérieures se trouvent donc fréqguemment confrontées au cours de leur
cycle a des périodes plus au moins longues, ou les apports d’eau sont inférieurs a leurs besoins, qui

sont définies comme des périodes de déficit hydrique.
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Cependant, les réponses des plantes au déficit hydrique varient en fonction de la sevérité de la

contrainte et de sa durée (Bray, 1997; Chaves et al., 2003; Kim et van lersel, 2011).

De nombreuses études ont rapporté les réactions physiologiques, moléculaires et biochimiques

des plantes face a la sécheresse (Chaves et al., 2003).

Ces réponses comprennent la fermeture des stomates déclenchée par la production d'acide
abscissique (ABA), une phytohormone qui provoque la fermeture de ces pores et induit I'expression
de génes liés au stress et une répression de la croissance cellulaire et de la photosynthése avec une

activation de la respiration (YYamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2005).

Aux niveaux cellulaires et moléculaires, une accumulation d’osmolytes ou osmorégulateurs qui
sont des composés solubles de bas poids moléculaire se produit; en s’accumulant a une
concentration élevée, ces osmolytes permettent le maintien du volume cellulaire sans altérer le

métabolisme.

Ce sont essentiellement des acides aminés et leurs dérivés (proline, glycine bétaine) des sucres et
des divers alcools. Des protéines spécifiqguement impliquées dans la tolérance a la déshydratation
cellulaire sont également synthétisées (Shinozaki et al., 2003; Bartels et Sunkar, 2005).

Ainsi, des genes avec des fonctions diverses sont induits ou réprimeés par le déficit hydrique ou
d’autres contraintes osmotiques (Bartels et Sunkar, 2005; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2005;
Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2007) (Figure 1).

D’un point de vue expérimental, la complexité des réponses entraine la nécessité de définir et de
contréler le déficit en eau en termes de disponibilité dans le substrat, d'activité photosynthétique,
d’état hydrique des plantes, ainsi que le rayonnement auquel les plantes sont exposées (Jones, 2007;
Dehyolos, 2010).
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Figure 1: Fonctions des genes inductibles par le déficit hydrique dans les mécanismes de tolérance d’apres
Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki (2007).

2.1.Mécanismes d'adaptation d'une plante soumise au déficit hydrique

D’un point de vue agronomique, la tolérance a la sécheresse est la capacité de la plante a croitre
et donner des rendements satisfaisants dans des zones sujettes a des déficits hydriques épisodiques
(Chaves et Oliveira, 2002).

Jones (1992) a défini et établi une classification des ‘stratégies’ d’adaptation des plantes au
déficit hydrique. La premiére consiste a « éviter » toute déshydratation générée par 1’environnement
extérieur et inclut 1’échappement ou esquive et 1’évitement. La deuxieme stratégie consiste a

développer une capacité a « tolérer cette déshydratation ».

2.1.1. L'échappement ou esquive

L’esquive fait intervenir le cycle de la plante afin de réduire ou d’annuler les effets de la
contrainte hydrique par une bonne adéquation de son cycle de culture a la longueur de la saison des

pluies pour éviter au maximum les périodes séches. La variabilité génétique pour la longueur de
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cycle est généeralement importante chez les plantes. La sélection de variétés plus précoces permet

d’éviter le déficit hydrique dans des périodes critiques pour la plante.

Le rendement de nombreuses variétés a été amelioré par une sélection basée sur le
raccourcissement des longueurs de cycle (précocité), ceci chez pratiquement toutes les espéces
cultivées annuelles (Tuner et al., 2001) comme les Iégumineuses (Subbarao 1995) et les céréales
(Fukai et al., 1999; Fukai et Cooper 1995).

2.1.2. L'évitement de la déshydratation

Deux grands types de réponses permettent a la plante d’éviter ou, plus exactement, de supporter
une sécheresse significative tout en limitant la déshydratation de ses tissus (Tuner et al., 2001). Ce
mécanisme est appelé « évitement », en anglais « avoidance » ou parfois « dehydration postponement

»,

Le premier type de réponse est li¢ a I’efficacité de 1’extraction de 1’eau du sol par les racines. En
augmentant la densité et la profondeur de leurs racines, les plantes peuvent améliorer 1’exploitation
des réserves en eau du sol en condition de manque d’eau. Ceci constitue une réponse particuliérement

efficace pour la production de graines en fin de cycle (Passioura 1977).

Le deuxiéme type concerne la régulation de I’ouverture et fermeture des stomates, pores
foliaires conditionnant les échanges en CO, et en H,O et par conséquent la croissance et la

productivité des cultures (Ludlow et Muchow 1990 ; Turner 1997).

La régulation de la conductance stomatique joue un rdle important dans cet aspect, car elle
dépend du potentiel hydrique foliaire et de I’humidité de 1’air au champ (Turner 1997). Une faible
conductance est généralement proposée comme un trait favorable a I’adaptation a la sécheresse
(Bunce 2006).

2.1.3. La tolérance a la déshydratation
La tolerance a la déshydratation cellulaire correspond a la capacité de la plante a assurer ses

fonctions physiologiques malgré ’abaissement de son potentiel hydrique.

L’ajustement osmotique est un processus majeur de 1’adaptation des plantes a la déshydratation.
Il consiste en une accumulation active de solutés ou osmolytes dans le compartiment cellulaire, de

facon a maintenir la pression de turgescence lorsque le potentiel hydrique décroit (Turner 1986).
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Le maintien de la turgescence lors d’un déficit hydrique permet de retarder la fermeture des
stomates (Passioura, 1996), de maintenir le volume chloroplastique et de réduire le flétrissement
foliaire.

Cette aptitude confére a la plante une meilleure tolérance a la déshydratation cellulaire et permet
un maintien de 1’activité métabolique. Une autre conséquence du maintien du métabolisme carboné
sera une diminution de la fréquence des épisodes de photoinhibition (Blum et Ebercon, 1981 ;
Medrano et al., 2003). Les produits carbonés peuvent alors étre utilisés autant pour 1’ajustement

osmotique que pour la croissance racinaire.

2.2. Effets du déficit hydrique sur l'activité photosynthétique

Le manque d’eau est considéré comme une des contraintes abiotiques les plus dommageables en
termes de croissance et de productivité pour les plantes (Boyer, 1982). En effet, lors d’un déficit

hydrique, I’activité physiologique de la feuille, et plus particulierement la photosynthese, est affectée.

En tant que processus-clé du métabolisme primaire, la photosynthése joue un role central dans le
maintien de la performance des plantes en cas de déficit hydrique (Chaves et al., 2003, 2009; Flexas
et al., 2004, 2006; Lawlor et Tezara, 2009).

Le manque d’eau inhibe la photosynthése en deux étapes (Flexa el al., 2006). Dans la premieére,
la photosynthese est principalement limitée par la diffusion du CO,. Lors de la deuxiéme étape,
lorsque la déshydratation cellulaire devient plus sévéere, l'inhibition de la phase métabolique se
produit. Associée a cette déficience métabolique, une augmentation de l'activité des mécanismes

antioxydants est observée (Cho et al., 2008).
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Lorsque la diminution de la conductance stomatique provoque des perturbations du transfert
d’¢lectrons photosynthétique, les feuilles sont soumises a un exces d'énergie lumineuse capturée qui
peut dépasser son taux de transfert et/ou d’utilisation sous forme chimique par le cycle de Calvin lors
de la phase meétabolique (Foyer et al., 2009).

Dans de telles circonstances, les mécanismes de régulation et de protection de la photosynthése
sont essentiels, de facon a limiter les dommages dans les structures photosynthétiques, par exemple
par des phénomeénes de photoinhibition.

Cette protection est réalisée par notamment un processus de dissipation thermique qui implique
les caroténoides du cycle des xanthophylles (Demmig-Adams et al., 2006) et du cycle de la lutéine
(Garcia-Plazaola et al., 2003).

Quant a l'impact de la déshydratation cellulaire sur la RubisCO, enzyme responsable de la
fixation du CO,, il a été généralement constaté que son activité et sa quantité sont affectées sous

déficit hydrique sévere (Parry et al.,2002 ; Flexas et al., 2006).

3.Les réponses moléculaires des plantes face aux espéces réactives de
I'oxygeéne (ERO) générées lors d'un déficit hydrique

Il est actuellement bien établi que la plupart des contraintes environnementales biotiques et
abiotiques induisent un stress oxydant. La capacité des plantes a controler I’homéostasie rédox est

souvent fortement corrélée avec la tolérance a ces contraintes.

La déshydratation cellulaire induit une augmentation de la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) et augmente ainsi la charge oxydante dans les feuilles. Ceci conduit a des
modifications marquées du métabolisme afin de maintenir un équilibre entre la production et la

consommation de ces ERO (Foyer et Noctor 2009).

Une augmentation des niveaux en ERO induit des changements de I'état redox des molécules et
peut ainsi provoquer une oxydation partielle ou sévere des composants cellulaires. Le métabolisme
des ERO est d'une importance capitale en ce qui concerne le contrble de la physiologie des plantes
(Pfannschmidt el al., 2009; Noctor el al., 2007).
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L’homeéostasie rédox dépend en grande partie d’un réseau de signalisation complexe qui
coordonne trois des processus métaboliques les plus importants pour la vie des plantes : la
photosynthése, la photorespiration et la respiration mitochondriale.

3.1. Déficit hydrique, oxygene et stress oxydant

Lorsque les organismes photosynthétiques ont acquis la capacit¢ de produire I’oxygene
moléculaire (Oy) il y a environ 2,7 milliards d'années, ils ont sensiblement modifié I'atmosphere

terrestre et les formes de vie.

La molécule d'O, est un radical libre et les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) ont été les
compagnons indésirables, mais inévitables de la vie aérobie (Blankenship et al., 1998;
Halliwell,2006).

La forme stable de dioxygeéne est dite triplet. Sous cette forme, I’oxygéne moléculaire est avide
d’¢électrons, car il posséde deux électrons non appariés qui ont le méme nombre de quantum spins

(spins paralléles) (Figure 2).

Cependant, en vertu des regles de restriction de spin de Wigner, et du fait de sa structure
¢électronique, 1’oxygene fondamental posséde une forte inertie vis-a-vis des molécules biologiques,

pour la plupart non radicalaires.

Sa réactivité est limitée aux molécules capables d’apporter un ou deux €lectrons non appariés, et

dont le spin est antiparalléle aux siens, menant a la génération de I'anion superoxyde (Oz ), du
peroxyde d'hydrogéne (H,0.) du radical hydroxyle (HO'), de I’oxygéne singulet (*05), des peroxyles
(ROO) ou des alkoxyles (RO) par transfert d’énergie.

La réactivité des especes chimiques qui dérivent du dioxygene est elle aussi, relative. En effet,
I’anion superoxyde (02" ) et le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) sont trés sélectifs dans leurs réactions

avec les molécules biologiques et vont préferentiellement interagir avec des protéines. Au contraire,
le radical hydroxyle (HO') réagit avec toutes les molécules présentes a proximité (Cheeseman,

2006; Pitzschke et al., 2006; Moller et al., 2007).
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Figure 2 : Les niveaux de transfert d'énergie générant les principaux types d'espéces réactives de I'oxygéne
d’aprés Halliwell (2006).

Hautement réactives et toxiques, les ERO causent des dommages aux protéines, lipides, glucides
et acides nucléiques. A une concentration éleveée, elles peuvent conduire a la mort cellulaire (Apel et
Hirt, 2004; Asada, 1999 ; Asada ,2006).

Au niveau cellulaire, les ERO sont également produites sans interruption a un niveau basal non
toxiqgue comme sous-produits des diverses voies metaboliques localisées dans les différents
compartiments cellulaires tels que le chloroplaste, les mitochondries et les peroxysomes (Del Rio et
al., 2006 ; Navrot et al., 2007).

Dans les cellules végétales, la plupart des ERO produites proviennent des chloroplastes ou des
peroxysomes, mais dans les tissus non verts, ou a I'obscurité, la production mitochondriale d’ERO

devient prédominante (King et al., 2004).

Les molécules de type ERO sont éliminées par les divers mécanismes de défense antioxydants
(Foyer et Noctor, 2005).

L'acclimatation des plantes aux changements dans leur environnement nécessite un nouvel état
d'homéostasie rédox cellulaire réalisé par un équilibre délicat entre les multiples voies métaboliques
des différents compartiments cellulaires. Un niveau élevé de coordination métabolique est donc

nécessaire pour maintenir les flux d'énergie a travers les organites de la cellule dans toutes les
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conditions de croissance pour éviter la production excessive des ERO et les dommages oxydants
(Baxter et al., 2007).

Cette coordination est cependant perturbée lors de contraintes biotique ou abiotique comme un
déficit hydrique, une exposition au sel, un rayonnement UV, des meétaux lourds, des températures
extrémes, une carence en nutriments, la pollution atmosphérique, des herbicides ou des attaques de
pathogenes. (Mittler et al., 2006).

Des déséquilibres métaboliques peuvent alors induire un stress oxydant dans les cellules en
favorisant la production et I'accumulation d'espéces réactives de l'oxygéne, ce qui provoque
I'oxydation des composants cellulaires, entrave les activités métaboliques et attente a I'intégrité des
organelles et des cellules (Maller et al., 2007; Mgller & Sweetlove 2010).

Ces désequilibres proviennent généralement de modifications dans les activités des chaines de
transfert des électrons et dans les taux d’utilisation de substrats, de réducteurs et de I'énergie
disponible (Noctor, De Paepe & Foyer 2007; Foyer & Noctor 2009; Foyer et al., 2009; Pfannschmidt
et al., 2009).

3.2. Génération des ERO et conséquences liées a leur accumulation

Les voies métaboliques au niveau des plantes sont sensibles aux changements des conditions
environnementales. Les déséquilibres métaboliques engendrés peuvent induire un stress oxydant, ce
qui provoque l'oxydation des composants cellulaires, des modifications métaboliques et des
perturbations de la croissance (Mueller et Berger 2009; Mgller et Sweetlove 2010).

Chaque compartiment de la cellule contient un certain nombre de systémes destinés a limiter
I'accumulation des ERO, mais en condition de stress, 1’activité de ces systemes peut étre limitée du
fait d’une accumulation excessive d’ERO entrainant une augmentation des dommages cellulaires
(Mgller et al., 2007 ; Foyer et Noctor 2009).

L’oxygene singulet et le radical anion superoxyde sont des espéces réactives de 1’oxygene trés
abondantes dans les cellules. L0,  est la principale source de toutes les autres ERO (Scandalios,

2005).

Les ERO peuvent réagir avec certaines espéces azotées pour créer des especes activées de I'azote
telles que l'oxyde nitrique radicalaire (NO’) ou le peroxynitrite (ONOQ"). Ces espéces ont des

propriétés et des effets similaires aux ERO. Cependant, il est a noter qu’en conditions optimales de
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croissance, les ERO remplissent des rbles benéfiques a un niveau basal. En effet, ces derniéres
années, plusieurs réles pour les ERO ont été identifiés: le contrdle et la régulation des processus
biologiques, tels que la croissance, le cycle cellulaire, la mort cellulaire programmeée, la signalisation,
les réponses hormonales lors de stress biotiques et abiotiques et du développement (Mittler 2002 ;
Foreman et al., 2003).

3.2.1. Le superoxyde O;"

Chez les plantes, un des principaux sites de production d'O,” se situe dans les membranes

thylacoidiennes du chloroplaste, au niveau du site primaire de 1’accepteur d'électrons du

photosysteme | (PSI).

La fermeture des stomates lors d’un manque d’eau provoque une diminution de la concentration
interne en CO; au niveau du cycle de Calvin-Benson et un déséquilibre entre 1’activité réduite de ce

cycle et celle toujours €levée de la chaine de transfert d’électrons.

En cas de surcharge de la chaine de transfert d'électrons (CTE), la ferrédoxine (Fd) réduit
directement I'oxygéne moléculaire (O2) en anion superoxyde (O, ) au cours de la réaction de Mehler
(1951).

20,+2e-—20;

Une production de superoxyde (O, ) est également possible au niveau du photosysteme Il
(PSII), avec la réduction de I’oxygeéne moléculaire par les plastoquinones, Qa et Qg (Zhang et al.,
2003). Mais, cette source d’O," au niveau du PSII ne semble pas causer de dommages directs (Liu

et al., 2004).

La génération d'O, peut déclencher la formation d’ERO plus réactives comme le radical

hydroxyle (HO") et Ioxygéne singlet (‘O,) qui peuvent causer la peroxydation des lipides

membranaires et la mort cellulaire (Halliwel, 2006).

L’anion superoxyde (O, ) peut également céder un électron au fer (Fe**) pour le réduire sous

la forme (Fe 2%) (2).

0, +Fe** — !0,+Fe* (1)
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La réaction par laquelle O, et, H,O, générent de I’OH’ est appelée réaction de Haber-Weiss(2),

tandis que celle qui implique I'oxydation de Fe?* par H,0, est appelée réaction de Fenton (3):
Haber-Weiss : O, + H,0,— HO + HO + O, (2)

Fenton : Fe?* + H,0, — Fe** + OH + OH' (3)

3.2.2. L'oxygeéne singulet (‘0,)

La dissipation d'énergie insuffisante du fait d’une activité photochimique réduite peut conduire a
la formation de chlorophylle & I'état triplet (°Chl). La 3Chl a l'état triplet peut réagir avec 1’0,

majoritairement sous forme triplet (°0,), produisant ainsi le trés réactif ‘O, (oxygéne singulet).

La durée de vie de 1'*O, dans une cellule a été mesurée & environ 1 ps avec une distance de
diffusion sur des distances de plusieurs dizaines de nanometres, de I’ordre de 30nm (Fischer et al.,
2007; Moller et al.,2007).

La formation d’oxygéne singulet ‘O, lors de la photosynthése peut donc étre trés nocive pour

I’ensemble de l'appareil photosynthétique notamment au niveau des photosystemes | et Il (Figure 3).
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L'oxygene singulet est un agent oxydant pour une large gamme de molécules biologiques, il peut
réagir avec les protéines, les pigments, les acides nucléiques et les lipides, et il est méme considére
comme I’ERO responsable de la perte de I'activité PSII (Krieger-Liszkay et al., 2008).

Il a été rapporté que dans des conditions de croissance optimales, 1’*O, était responsable de plus
de 80% de la peroxydation lipidique non enzymatique dans les tissus foliaires d’Arabidopsis
(Triantaphylides el al., 2008). 1l s’additionne directement sur les doubles liaisons des acides gras, ce
qui conduit a la formation d’hydroperoxydes, qui pourront se décomposer en radicaux libres et initier

les réactions en chaine (Dix and Aikens, 1993).

1l faut aussi noter que 1’*O; est actif dans 1’induction de I’expression de génes impliqués dans
les réactions de défense moléculaire contre le stress photo-oxydant (Krieger-Liszkay el al., 2008 ;
Ramel el al., 2012a).

3.2.3. Le peroxyde d'hydrogene (H20-)

La réduction univalente de 1’anion superoxyde produit du peroxyde d’hydrogéne H,O,. La
formation du peroxyde d’hydrogene (H,O,) est directement catalysée par certaines oxydases,
peroxydases, ou par les chaines de transport d'électrons photosynthétiques et respiratoires ou
indirectement par réduction ou dismutation par la superoxyde dismutase (SOD) (Foyer et Noctor,
2000; Mittler et al., 2004; Bindschedler et al., 2006; Sagi et Fluhr, 2006). Ces réactions genérent de
1’H,0, dans plusieurs compartiments de la cellule (Figure 4).
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Figure 4: Les principaux sites de production d’H,0, dans les cellules photosynthétiques selon Mhamdi et al.

(2010).
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Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) est modérément réactif, mais il présente une relativement
longue demi-vie (1 ms) par comparaison avec les autres ERO tels que d'O, , O, et HO' dont les

durees de vie sont beaucoup plus courtes (Pitzschke el al., 2006; Moller et al., 2007).

Bien que présentant une réactivité assez limitée, I’une des caractéristiques essentielles d’H,0, est
sa réactivité spécifique avec les résidus cystéine ou methionine des protéines (Gilbert, 1990). Il est
établi que l'excés d’H,O, dans les cellules végétales conduit & I'apparition d'un stress oxydant
notamment par 1’inactivation des enzymes par oxydation de leurs groupements thiols (Tewari et al.,
2006).

Le peroxyde d’hydrogeéne, H,O,, joue un r6le double chez les plantes: a de faibles
concentrations, il agit comme une molécule signal impliquée dans la signalisation et le
déclenchement de phénomeénes d’acclimatation et de tolérance lors de différentes contraintes
biotiques et abiotiques. A forte concentration, il conduit a la mort cellulaire programmée (Quan et al.,
2008).

L’expression de nombreux génes de stress est régulée par des voies de signalisation utilisant
H.O, comme messager (Moller et Sweetlove 2010). Ainsi, il a été montré que le peroxyde
d’hydrogéne agit comme un régulateur clé dans un large éventail de processus physiologiques tels
que la sénescence (Peng el al.,2005), la photorespiration et la photosynthése (Noctor et al., 1998), le
mouvement stomatique (Bright el al.,2006), le cycle cellulaire (Mittler el al.,2004), la croissance et

le développement (Foreman el al.,2003).

3.2.4. Le radical hydroxyle (OH")

Le radical hydroxyle (OH") est une des ERO les plus réactives. En présence de métaux de
transition appropriés, en particulier le Fe, le radical hydroxyle (HO) peut étre produit a partir de
peroxyde d’hydrogene (H,O;) a pH neutre et température ambiante par la réaction de Fenton (cf.
3.2.1).
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Le radical hydroxyle (HO") peut potentiellement réagir avec toutes les molécules biologiques
comme I'ADN, les protéines, les lipides, et presque tous les constituants des cellules. Il posséde une

durée de vie de I’ordre d’1 ns et peut parcourir des distances de I’ordre de Inm (Moller et al., 2007).

En raison de l'absence de tout mécanisme enzymatique connu pour I'élimination du radical
hydroxyle (HO"), une production en excés de ce composé conduit finalement a la mort cellulaire
(Vranova et al., 2002).

3.3. Le métabolisme cellulaire et les zones de production des ERO

Lors de la période lumineuse dans les cellules végétales, les chloroplastes et les peroxysomes
sont la principale source de production d’ERO (Foyer et Noctor 2003) du fait d’une part de la
présence concomitante au sein du chloroplaste d’une chaine de transfert photosynthétique d’électrons
et d’oxygéne moléculaire, et d’autre part de ’activité photorespiratoire. Dans les conditions de

lumiére, ces organites produisent 20 fois plus d’ERO que les mitochondries (Rhoads et al., 2006).

A T'obscurité, en absence de photosynthése, les mitochondries semblent étre les principaux sites
de production d’ERO (Bartoli et al., 2004 ; Rhoads et al., 2006).

Bien que les mitochondries ne soient pas le principal site de génération d’ERO dans les plantes,
elles constituent néanmoins une cible primaire pour les dommages provoqués par les ERO (Bartoli et
al., 2004).

Il est & noter que dans les tissus animaux, les mitochondries constituent le site principal de
production des ERO et qu’au sein de ces organites, 1 a 5% de la consommation en O, peut étre
convertie en ERO (Moller. 2001).

D'autres sources importantes de production d’ERO dans les plantes sont localisées dans le
cytoplasme, le réticulum endoplasmique, la membrane plasmique et 1’apoplaste (Gill & Tuteja,
2010).

3.3.1. Au niveau du chloroplaste

Le chloroplaste est I'organite le plus sujet a des dommages oxydants en raison de la présence
d’oxygeéne divalent, d’une chaine de transfert d’électrons et des risques d’excitation lumineuse

excessive au niveau des photosystemes (Baier et Dietz 2005).
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Dans les situations de surcharge du transfert photosynthétique d’¢lectrons, par exemple lors de
contraintes environnementales, une partie du flux d'électrons est dévié des ferrédoxines vers 'O, le
réduisant en O, par la réaction de Mehler (Wise et Naylor 1987; Elstner, 1991).

Le co6té accepteur de la chaine de transfert d'électrons (CTE) du PSII peut également générer
des électrons au niveau des plastoquinones Qa et Qg, qui vont étre transférés vers 1’oxygéne pour

produire de I’anion superoxyde O, (Takahashi el al., 1988).

L'O, est un sous-produit naturel de la photosynthése, principalement formé au niveau des
antennes chlorophylliennes du PSII méme sous conditions de faible lumiere (Buchert et Forreiter
2010).

Par conséquent, I’ensemble des centres de production d’ERO comme la chlorophylle triplet
(0,), la chaine de transfert d'électrons (ETC), et les photosystémes | (PSI) et photosystéme 11 ( PSII)

font des chloroplastes un site majeur de production de ces espéces (O, , 0, et H,0,) (Figure 5).

10, H;0;
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HO?)\VZD”“H Lumen

Figure 5: Sites de génération des ERO dans la chaine photosynthétique. Les ERO sont formées au niveau du
complexe de dissociation de I'eau (1), des sites accepteurs du PSII (2) et donneurs d’électrons du PSI (3), de la
ferrédoxine réduite (4) et des antennes collectrices d'énergie lumineuse (5).

Membrane

3.3.2. Au niveau de la mitochondrie

Les mitochondries sont des « usines » a énergie ; elles sont considérées comme un site important

de production d’ERO en dehors des chloroplastes (Rasmusson et al., 2004).
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L'environnement cellulaire de la mitochondrie végétale se distingue essentiellement par la
présence de chloroplastes ou se déroule le métabolisme photosynthétique source d’oxygéne (O,) et de
glucides (Noctor el al., 2006).

La production d’ERO dans les mitochondries se produit a un niveau basal dans des conditions de
respiration normales. Cette production peut étre augmentée en réponse a diverses contraintes
biotiques et abiotiques. Les complexes I, Il et Il de la chaine de transfert d'électrons (CTE)

mitochondriale sont les sites trés connus de production d’O; (Puntarulo el al., 1988; Turrens, 1997).

L’anion superoxyde ainsi produit, peut a son tour étre réduit par dismutation par la SOD en H,0O,

(Moller 2001 ; Quan, 2008).

3.3.3. Au niveau du peroxysome

Les peroxysomes sont de petits organites subcellulaires sphériques généralement limités par une
membrane lipidique bicouche unique, capables de se reproduire par scissiparité (Johson et Olsen
2001; Yan et al., 2005).

IIs ne contiennent pas d'ADN, ni d’appareil d'expression des genes, et sont trés probablement

dérivés du réticulum endoplasmique (Hoepfner et al., 2005; Titorenko et Mullen 2006).

Chez les plantes, il existe plusieurs types de peroxysomes qui sont spécialisés dans certaines
fonctions métaboliques. Toutefois, étant donné que les différences entre ces types de peroxysomes ne
sont pas tres marquées et afin d'éviter toute confusion, il est recommandé d'utiliser le terme général
"peroxysomes» pour décrire tous ces types de peroxysomes spécialisés (Pracharoenwattana et Smith,
2008).

Comme les mitochondries et les chloroplastes, les peroxysomes produisent des radicaux
superoxides O, comme une conséquence de leur métabolisme normal au niveau de deux sites (Del

Rio et al., 2003b).

Le premier site se situe dans la matrice de cet organite, ou la xanthine oxydase (XOD) catalyse
I'oxydation de I'nypoxanthine et de la xanthine en acide urique (Corpas et al., 2001 ; Del Rio et al.,
2002).
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Le second site se trouve dans les membranes des peroxysomes, il implique une NAD(P)H
oxydase et des monodéhydroascorbate réductases MDHAR qui participent a la production d’O,"

(Del Rio et al., 2003b).

I1 existe plusieurs sources d’ H0, dans les peroxysomes. Le principal processus
métabolique responsable de cette production est la réaction photorespiratoire qui implique la
glycolate oxydase. La p-oxydation des acides gras, la réaction enzymatique des flavines oxydases et
la dismutation des radicaux superoxides O, conduisent également a la production d’ Hz02 dans ces

organites (del Rio et al., 2006; Nyathi and Baker, 2006; del Rio et al., 2002).

Il a été démontré que les radicaux NO' sont également produits dans les peroxysomes (Hu,

2007).

3.3.4. Au niveau du réticulum endoplasmique

D'autres sources importantes de production d’ERO dans les cellules végétales ont recu moins

d'attention, comme par exemple le réticulum endoplasmique.

Il existe deux types de réticulum : le réticulum rugueux recouvert sur sa surface externe de
ribosomes, et le réticulum lisse, qui joue un réle important dans la synthése des lipides et des
stéroides, dans le métabolisme des glucides, ainsi que dans les mécanismes de détoxication. Ces
derniers font intervenir de nombreux processus oxydants, la majorité de ces réactions sont catalysees
par des cytochromes P450 mono-oxygénases dans le cytoplasme et le réticulum endoplasmique.
Elles catalysent ainsi 1’oxydation de nombreuses substances toxiques, telles que des pesticides, par
I’introduction dans la molécule d’un atome d’oxygéne (Dybing el al., 1976 ; Coleman et al., 1997 ;

Korte et al., 2000). Le complexe oxygéné ainsi formé peut étre une source d’anion superoxyde.

Des conditions ou agents déstabilisant 1’environnement cellulaire altérent souvent le repliement
des protéines au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Suivant son intensité, ce phénomene peut

induire une agrégation irréversible des protéines et entrainer la mort des cellules (Howell, 2013).

Dans des conditions environnementales déefavorables (stress salin et hautes temperatures), la

demande pour le repliement des protéines dans le RE est supérieure a la capacité du systeme, ce qui
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déclenche la réponse de type « protéines depliées ». C’est un mécanisme cellulaire de défense contre
cette atteinte a I’intégrité des protéines qui comporte deux voies de signalisation, la premiere
comporte deux facteurs de transcription associés a la membrane du RE (Che et al, 2010 ; Howell,

2013). La deuxiéme voie qui implique une double protéine kinase (Howell, 2013).confus

3.4. Role des ERO dans la signalisation cellulaire

Les ERO contrblent I'expression d'un certain nombre de genes et sont impliquées dans
différentes voies de transduction des signaux. Ceci indique que les cellules ont développé des
stratégies pour utiliser les ERO comme stimuli biologiques ou signaux activant et régulant différentes

réponses géniques liées au développement et aux réponses aux stress (Dalton et al., 1999).

Il a été suggéré que 'O, agit comme un signal qui active plusieurs voies de réponse aux stress

comme un traitement photo-oxydant (op den Camp el al., 2003 ; Ramel et al., 2012b).

H.O, a aussi été proposé comme un messager essentiel pour les signaux générés par des ERO en
raison de sa durée de vie relativement longue et de sa haute capacité de diffusion a travers les
membranes (Quan el al., 2008). Chez Arabidopsis, le peroxyde d'hydrogene peut moduler

I'expression d’au moins 175 genes (Desikan, 2001).

Les peroxysomes sont considérés comme des compartiments cellulaires avec la capacité de
produire et de libérer des molécules de signalisation importantes telles que O, , H,O, et NO' dans le

cytosol. lls participent ainsi a un systeme de communication intégrant différents compartiments

cellulaires (Corpas et al., 2001).

3.5. Toxicité des ERO

3.5.1. Oxydation des acides nucléiques

Bien que le génome de la plante soit tres stable, ’ADN peut étre endommagé en raison de son
exposition a des espéces toxiques générées par des contraintes biotiques et abiotiques, qui peuvent
exercer ainsi un stress génotoxique (Tuteja 2009).

Ces dommages endogenes générés a ' ADN que 1'on appelle dommages spontanés a I’ADN, sont

produits notamment par les ERO (Valko et al., 2006).
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Le radical hydroxyle OH" est le plus reactif, il peut causer des dommages a tous les composants

de la molécule d'ADN, en modifiant a la fois les bases puriques et pyrimidiques et le désoxyribose.

L’oxygene singulet attaque principalement la guanine (Wiseman et Halliwell 1996; Evan et al.,
2004) alors que le peroxyde d’hydrogéne et le superoxyde semblent moins nocifs pour les acides

nucléiques (Moller et al., 2007).

Outre les effets génétiques (génération de mutations), les dommages causés a I'ADN résultent en
divers effets physiologiques, tels que la réduction de la synthése des protéines et la perturbation du
cycle cellulaire, ce qui affecte la croissance et le développement de tout I'organisme (Britt 1999;
Cooke 2003).

Un certain nombre de mécanismes permettent la réparation des lésions a I'ADN. Il s'agit
notamment de la réparation directe des dommages, le remplacement des bases ou des nucléotides
(Tuteja et al., 2009).

3.5.2. Oxydation des lipides

La peroxydation des lipides est considérée comme le processus d’oxydation des macromolécules
le plus dommageable connu pour tous les organismes vivants, elle est déclenchée par les

lipoxygeénases (LOX) ou les espéces réactives de I'oxygéene (ERO).

Les LOX oxydent les acides gras libres dans le cytosol ou les chloroplastes, initiant avec les
hydroperoxyde lyases, plusieurs voies de production d’oxylipines. Les oxylipines sont des molécules
de signalisation lipophiles dérivés de I'oxydation des acides gras polyinsaturés, elles comprennent les
phytohormones, I'acide jasmonique, et un certain nombre d'autres molécules comme les acides gras

hydroxy-, oxo-ou céto- (Mosblech et al., 2009).

Les ERO sont d’autres acteurs essentiels dans les processus de peroxydation lipidique.
L’oxygéne singlet *O, est un facteur majeur impliqué dans I'oxydation des lipides dans les feuilles
(Triantaphylides el al., 2008).

La peroxydation lipidique non-enzymatique est une réaction en chaine entrainée par des radicaux
libres, dans lequel un radical peut induire I'oxydation d'un grand nombre de molécules de lipides,

principalement de phospholipides contenant des acides gras polyinsaturés (AGPI). La peroxydation
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des AGPI diminue la fluidité de la membrane, augmente la perméabilite, et provoque des dommages

secondaires aux protéines membranaires (voir ci-dessous) (Halliwell, 2006).

Les dommages aux membranes thylacoidiennes sont considérés comme un des parametres
essentiels pour déterminer le niveau de destruction des lipides dans les cellules de plantes soumises a
différentes contraintes environnementales. La membrane thylacoidienne est composée principalement
par des galactolipides riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) avec, majoritairement I'acide
linoléique (18:2), d'acide linoléique (18:3) et d’acide hexadécatriénoique (16 :3) (Ohlrogge et
Browse, 1995; Montillet et al., 2004). Ces acides gras sont particuliérement sensibles a 1’attaque par
’oxygéne singulet (‘O,) et par les radicaux hydroxyles (HO’). Ces réactions générent des

hydroperoxydes lipidiques (Dix and Aikens, 1993 ; Halliwell et Gutteridge, 1999).

Le processus global de la peroxydation lipidique comporte trois étapes distinctes: initiation,

progression ou propagation et terminaison.

L'étape d'initiation comprend une réaction entre un acide gras polyinsaturé (AGPI) et un radical
hydroxyl (OH). Elle conduit a une déshydrogénation de I’acide gras sur un carbone placé entre deux

doubles liaisons (liaison hydrogéne-carbone plus faible) formant ainsi un nouveau radical alkyle (R")

centré sur I’atome de carbone possédant un électron libre (Barclay,1981; Catal,2009) .

AGPI+ OH —— R+ H,0

Une fois initié, ce dernier réagit facilement avec I’oxygeéne moléculaire pour former le radical
peroxyle (ROO), qui peut propager la réaction de peroxydation en chaine en réagissant avec un

atome d'hydrogéne des chaines latérales d’autres AGPI adjacents. C’est 1’étape de propagation
(Davies 2000).

R+ 0, —» ROO'

ROO" + AGPI— ROOH+F\">

De plus, I’hydroperoxyde (ROOH) est relativement instable et peut, en présence d’un ion

métallique (Me), participer a la réaction de Fenton responsable de la formation du radical (RO

(Davies 2000 ; Fam et Morrow 2003 ; Catala, 2006 ; Catald, 2008).
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ROOH + Me "V*—» RO, OH Me ™

Les hydroperoxydes instables en se décomposant vont donner de nouveaux radicaux libres et

générer la formation d’aldéhydes réactifs, le 4-hydroxy-2-nonénal (HNE) et le malondialdéhyde
(MDA), ainsi que d’acides gras hydroxylés, (Mueller, 2004).

Ces composés sont générés principalement par I'oxydation de I'acide linoléique (18:2), d'acide
linolénique (18:3) et hexadécatrienoique (16:3) (Halliwell, 2006; Montillet et al., 2004; Moller el al.,

2007) (Figure 6).

Les acides hydroxyoctadecatrienoiques (13-HOTE), les oxylipines cycliques et le 4-hydroxy-2-

nonénal (HNE) sont des exemples de la large gamme de produits provenant de la peroxydation des

lipides (Mueller, 2004). Ces composés peuvent étre dosés et sont considérés comme des marqueurs

de ce processus.

Peroxydation des AGPI
12 2 ERO

Acide linolénigue (18:2)
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Figure 6: Les produits de la peroxydation lipidique chez les plantes d’aprés Mgller el al, (2007).

Par ailleurs, les produits de peroxydation lipidique sont des espéces électrophiles réactives (RES)

qui peuvent se lier de fagcon covalente aux protéines et ainsi les endommager (Farmer et Davoine,

2007; Mueller et Jensen 2007; Mueller et al., 2008).
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La reaction de peroxydation se termine lorsque deux radicaux lipidiques (R’) se rencontrent, ou

lorsque le radical lipidique interagit avec un antioxydant liposoluble tel que I’a tocophérol.

Il a été noté que les plantes exposées a diverses contraintes abiotiques présentent une
augmentation de la peroxydation lipidique en raison de la production d’ERO. Ainsi, le déficit
hydrique génere une augmentation de la peroxydation lipidique dans les feuilles de plantes stressées

de Phaseolus vulgaris (Zlatev et al., 2006).

Simova-Stoilova et al. (2010) ont rapporté que I'affaiblissement de I'intégrité de la membrane et
les dommages oxydants dans les lipides étaient plus prononcés chez les variétés sensibles que chez

des variétés tolérantes dans des conditions de sécheresse chez le blé.

Le traitement par le Cd augmente aussi de facon significative l'accumulation de peroxydes

lipidiques dans difféerentes especes (Singh et al., 2008 ; Wang et al., 2009).

3.5.3. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines est définie comme étant la modification covalente d'une protéine
induite par les ERO ou par les produits du stress oxydant. Ce type de modification dans la chaine
latérale des acides aminés conduit a des changements dans l'activité et la conformation de
nombreuses protéines. La plupart des processus d'oxydation des protéines sont essentiellement

irréversibles, a ’exception de ceux impliquant des acides aminés soufrés qui sont réversibles (Ghezzi

2003).

L'oxydation d'un certain nombre d'acides aminés, en particulier Arg, His, Lys, Pro, Thr et Trp,
par des processus de carbonylation peut inhiber ou modifier I’activité enzymatique de ces protéines
ou leur conformation et aussi augmenter les risques d’une attaque protéolytique (Maller el al., 2007).
La carbonylation des protéines (formation d’un groupement CO) est largement utilisée comme

marqueur de lI'oxydation de ces molécules (Mgller el al., 2007; Job et al., 2005).

Les acides aminés contenant du soufre, la cystéine et la méthionine, sont les plus sensibles aux

dommages oxydants en raison de leur forte réactivité avec les especes réactives de I'oxygene (ERO)
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du fait de la présence d’un groupe thiol, qui peut étre oxyde en formes sulfoxyde, sulfénique ou

sulfinique ou pont disulfure (Davies, 2005).

H.0, peut oxyder directement les protéines, par exemple, par modification des groupes thiols des

cystéines en acides sulféniques (-SOH) et en inactivant le groupement fer-soufre (Fridovich 1997).
La cystéine et la méthionine sont aussi assez réactives avec les espéces ‘0, et OH' (Figure 7). Par

ailleurs, l'oxygéne peut s’additionner a un résidu méthionine pour former les dérivés sulfoxyde et

sulfone de méthionine (Figure 7) (Davies, 2005).

j/u\Rz ROS j)LRz ROS . RY Rz _ROS ji rj)L

Cysteine Cys sulfenic acid Cys sulfinic acid Cysteic acid R]J\N/Rg
H

Cystine

A e | b

CH,
Methionine Met sulfoxide Met sulfone Histidine 2-Oxohistidine

Figure 7: Les produits d’oxydation des acides aminés de type cystéine et méthionine par les ERO d’aprés Meller
el al, (2007).

4.Les mécanismes de protection et de défense contre les ERO

Les moyens de défense développés par les plantes pour lutter contre les ERO et leurs effets

nocifs sont nombreux et distincts selon les espéces réactives produites.
Si I’extinction (ou « quenching ») de la *Chl n’intervient pas rapidement, cette espéce, qui n’est

pas une espéce dangereuse en soi, peut provoquer la formation d’*O,, espéce hautement réactive et

dangereuse (Foyer, 1997 ; Niyogi, 2000).

4.1. Evitement de production des ERO

Afin de limiter I'accumulation des ERO en période lumineuse, les plantes ont développé de
nombreux mécanismes photoprotecteurs (Niyogi 1999).

Ces mécanismes sont basés sur, la réduction de l'absorption lumineuse, I’empéchement de la
conversion de I'énergie absorbée en ERO, et enfin le drainage de I’exces de pouvoir réducteur généré

par la chaine photosynthétique de transfert d’électrons (Figure 8).
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Figure 8: Représentation schématique des systemes de dissipation des photons et des électrons en excés au cours de
la phase lumineuse de la photosynthese selon Niyogi (2000).

qE et ql : extinction non photochimique de la fluorescence de la chlorophylle

4.1.1. La réduction de I'absorption lumineuse par la dissipation physique

Lorsque I’apport en lumiére a 1’appareil photosynthétique est excessif par comparaison avec les
capacités d’assimilation de la plante, celle-ci est capable de procéder a des changements
morphologiques qui permettent de limiter I’absorption lumineuse. Les feuilles peuvent présenter une
pilosité abondante, de nombreux trichomes, ou une inclinaison permettant de diminuer une

absorption directe trop importante des rayons lumineux (Kao et Forseth 1992 ; Cornic 1994).

Les chloroplastes au sein des cellules sont également capables de se mouvoir et de se
positionner dans un plan parallele a la lumiére incidente de fagcon a limiter 1’absorption d’énergie.
Ces mouvements sont dus a la présence de récepteurs membranaires de la lumiere bleue, les

phototropines, qui ont une activité de type protéine kinase (Kagawa et al., 2001 ; Lin, 2002).

L’apport d’un excés de photons peut provoquer une accumulation d’énergie au sein des
complexes ou antennes de collecte de la lumiére du PSII, provoquant une augmentation de la durée
de vie de la chlorophylle singulet excitée (*Chl*). Cette espéce, responsable du transfert d’énergie
initiateur du transport d’électrons photosynthétique, peut alors étre spontanément transformée en

chlorophylle triplet (°Chl*).
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La 3Chl* est incapable de céder un électron a I’accepteur primaire Qa, et sa formation
correspond ainsi a une dissipation de photons absorbés. Cette forme est potentiellement trés toxique
puisqu’elle peut conduire a la formation d’oxygéne singulet. Mais la chlorophylle singulet excitée
(*Chl*) peut étre efficacement désexcitée par un transfert d’énergie vers les caroténoides, qui ont

alors un role photoprotecteur (Niyogi, 2000).

Le processus d'extinction d’énergie ou « quenching » non photochimique dépendant du pH (gE)
permet aux plantes de désactiver la *Chl* par émission de chaleur (Holt et al., 2004). L’un des
mécanismes centraux de la photoprotection est constitue par le cycle des xanthophylles, qui participe
a la dissipation de 1'excés d'énergie lumineuse. Ce processus est activé par 1’acidité du lumen des
thylakoides, provoquée par la saturation du transport d'électrons transmembranaire et de ’activité du
complexe ATP-synthétase (Morosinotto et al., 2003).

Cette acidification va alors activer la violaxanthine deé-époxydase, enzyme responsable de la
conversion de la violaxanthine en anthéraxanthine et zéaxanthine dans le cadre du cycle des
xanthophylles (Yamamoto et al., 1999; Davison et al., 2002) (Figure 9). Ces deux types de
caroténoides sont capables de désexciter la chlorophylle singulet excitée (‘Chl*) et I’énergie en excés

est libérée sous forme de chaleur.
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quelques minutes Zakaniine .~ | hewesaplusieurs +
jours selon le Lutéine
" niveau de stress
Zéaxanthine
époxydase
Violaxanthine
dé-époxydase

Néoxanthine
* synthase

Néoxanthine

Figure 9: Cycle et voie de biosynthése des xanthophylles chez les plantes selon Davison et al. (2002)
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4.1.2. La photorespiration

La photorespiration ou activité photorespiratoire est présente uniqguement dans les plantes Cs.
Elle est apparue initialement comme un phénoméne gaspilleur d’énergie, représentant une limite
potentielle sur le gain de carbone dans ce type de plantes, et par conséquence sur les rendements des

cultures.

Ainsi, la photorespiration permet 1’établissement d’un cycle futile trés consommateur d’énergie

lorsque la quantité de CO, disponible dans le chloroplaste chute.

En plus de la réaction de carboxylation du ribulose-diphosphate, la Rubisco peut en effet
catalyser une réaction concurrentielle d’oxygénation de ce substrat conduisant a la formation d'une
molécule de 3-phosphoglycérate et d’une molécule toxique, le 2-phosphoglycolate.

Un ensemble complexe de réactions réparties entre le chloroplaste, le peroxysome et la
mitochondrie permet la conversion du 2-phosphoglycolate en 3-phosphoglycérate en consommant
deux molécules d'ATP et 2,5 molécules de NADPH. C'est également I'une des sources majeures de

production d'H,O, dans le peroxysome (Foyer et al., 2009).

Chez les feuilles des plantes Cs, I'0xygénation photorespiratoire du ribulose-1,5-bisphosphate par
la RuBsCo (ribulose-1,5-bisphosphatase carboxylase/oxygénase) constitue un important

échappatoire pour le surplus d’électrons (Wingler et al., 2000).

Le métabolisme photorespiratoire utilise a la fois le NADPH et I'ATP pour récupérer les atomes
de carbone fixés qui seraient autrement perdus. Ainsi, bien que cela puisse sembler a premiére vue
étre un processus colteux qui est une relique de I'histoire de I'évolution de la RubisCo, la
photorespiration peut aider a limiter les dommages a l'appareil photosynthétique lors de périodes

d’exces d’énergie lumineuse (Osmond et Grace 1995).

4.1.3. La chlororespiration

Le transfert cyclique d'électrons autour du photosystéme | contribue significativement au bon
fonctionnement de la photosynthése chez les plantes Cs;. Ce dernier peut étre amélioré dans des
conditions de stress (Harbinson & Foyer 1991; Golding et al., 2004; Miyake et al., 2005).
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Selon Bennoun (1982), les chloroplastes contiennent une chaine respiratoire qui transfere des
électrons a partir du NAD(P)H vers 1’0, via le pool de plastoquinones. Il existe maintenant des
preuves solides qu'une voie chlororespiratoire opere dans les chloroplastes des plantes supérieures
(Nixon, 2000).

Une quantité considérable de recherches a été menée pour identifier et caractériser les
plastoquinone réductases et oxydases chlororespiratoires (Burrows et al., 1998 ; Rich et al.,1998 ;
Cournac et al., 2000 ; Casano et al., 2000 ; Peltier et Cournac 2002 ; Rumeau el al., 2007) de facon

a déterminer leurs roles physiologiques en particulier lors de contraintes environnementales.

Les réactions principales de la photosynthése oxygenique consistent en un transfert vectorial
d'électrons a partir de I'eau au NADP+ impliquant des complexes protéiques présents dans les
membranes des thylakoides, a savoir le photosysteme Il (PSII), le complexe du cytochrome b6/f, le
photosystéme | (PSI) et la ferredoxin NADP" réductase. A coté de cette voie principale (Schéma en
Z"), de nouveaux transporteurs d'électrons ont été identifiés dans les membranes des thylakoides des
plantes supérieures. Ces composants mineurs, incluent un complexe NAD(P) H déshydrogénase
plastidial et une oxydase terminale (PTOX). L'oxydase terminale Plastidiale (PTOX), ou plastoquinol
oxydo réductase existe largement dans des especes photosynthétiques comprenant les algues et les
plantes supérieures (Carol et Kuntz 2001 ; Kuntz 2004). De nombreuses études ont
montré que la PTOX pourrait étre un cofacteur de biosynthése des carotenoides et jouer un réle
important dans la biogénese des chloroplastes (Aluru et al., 2006) et I'état redox du pool des PQ
(Peltier et Cournac 2002). Il a été suggéré que la PTOX agit en tant que valve de sécurité empéchant
la surréduction des accepteurs d’électrons du PSII évitant ainsi des dommages potoinhibiteurs du

PSII (Streb et al., 2005; Laureau et al., 2013).

Un niveau élevé de PTOX lié a un changement des conditions environnementales, telles la
température, la lumiere, etc., a été détecté chez de nombreuses plantes (Rumeau et al., 2007). Par
conséquent, il est probable que PTOX joue un réle physiologique dans des réponses des plantes au

stress.

Chez les plantes cultivées dans des conditions normales, la PTOX ne représente que 1% du
niveau du photosystéme II (PSII), et n’est sensé étre qu’un composant mineur des membranes des
thylakoides (Lennon et al., 2003). Cependant, beaucoup d'études ont montré une induction de la

PTOX chez les plantes exposées a divers stress. Sous des stress environnementaux, tels que la
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salinité ou les exces de métaux, la concentration en O, sub cellulaire (en particulier autour des
membranes des thylakoides) serait réduite puisque la stimulation de I’expression des génes codant
pour la PTOX et I'astaxanthine empéchent la génération ROS dépendantes de 1’0, (Li et al., 2008,
2010).

4.1.4. La respiration mitochondriale

Les mitochondries participent également a la dissipation de I'excés du pouvoir réducteur produit
par les chloroplastes. Ceci a été montré par [’utilisation de mutants pour des protéines
mitochondriales, qui présentent également des modifications au niveau des processus

chloroplastiques (Noguchi et Yoshida, 2008).

Plusieurs études ont montré les effets bénéfiques de I’activité métabolique dans les
mitochondries en conditions environnementales non favorables. Elle permet de drainer I'excés de
pouvoir réducteur formé, et donc d'éviter I'accumulation d'énergie au niveau des chlorophylles
(Brestic et al., 1995) et de plus, fournit du CO; a la RuBisCo (Kozaki et Takeba, 1996).

Les mitochondries sont également en mesure de limiter leur production d’ERO par plusieurs
mécanismes comportant des voies de dissipation d'énergie par la médiation d’une protéine appelée
protéine de «découplage». Les protéines de découplage sont des protéines de transport qui sont
présentes dans la membrane interne mitochondriale ; en facilitant le retour des protons dans la
matrice mitochondriale, elles découplent le fonctionnement de la chaine respiratoire par le transfert
des électrons de la synthése d'ATP. L'énergie issue de l'oxydation des substrats est alors dissipée

sous forme de chaleur (Starkov, 2006).

Il a été constaté que ces systéemes de dissipation d'énergie au niveau des mitochondries de blé dur

diminuent la production d’ERO dans ces organelles (Pastore et al., 2007).

L'oxydase alterne ou AOX est une proteine mitochondriale insensible au cyanure. Elle transfére
les électrons de l'ubiquinone a l'oxygéne et genére de l'eau comme produit final. La forme
fonctionnelle de I'enzyme est un homodimeére dont les 2 polypeptides de 35 kDa environ peuvent étre
liés par une liaison covalente constituée d'un pont disulfure entre 2 cystéines (Rhoads et al., 1998).
La structure prédite place la protéine sur la face interne de la membrane mitchondriale interne, avec

son site actif et cystéines régulatrices exposés coté matriciel.
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L'AOX est une protéine inductible par le stress; son expression est augmentée suite a l'infection
par un organisme pathogéne (Ordog et al., 2002) mais aussi par le froid (Gonzalez-Meler et al.,
1999). La voie de I'AOX permet aussi de limiter la formation de ERO, en empéchant une sur-
réduction de la chaine de transfert d'électrons et par voie de conséquence la formation de ERO
(Millenaar et al., 1998). Ceci est corroboré par le fait que I'expression de I'AOX est induite par des

inhibiteurs de la chaine respiratoire et par le peroxyde d'hydrogéne.

Maxwell et al. (1999) ont démontré I'importance de I'AOX pour limiter la formation de FAO
lorque la voie cytochrome oxydase ou COX est inhibée par I'antimycine A (inhibiteur du comlexe
I11). La surexpression de I'AOX conduit & une diminution du niveau des ERO, tandis que la

sousexpression entraine une augmentation de 5 fois du niveau des ERO dans la cellule.

Par conséquent, les mitochondries peuvent jouer un role central dans I'adaptation cellulaire aux

contraintes environnementales abiotiques.

4.2. Détoxication des ERO

Pour se protéger contre les intermédiaires oxygénés toxiques, les cellules végétales et leurs
organites comme les chloroplastes, mitochondries et peroxysomes sont pourvus de systémes de
défense antioxydants. Un grand nombre de travaux de recherche ont établi que Il'induction et la
régulation de ces systemes sont essentielles pour la protection contre les effets de diverses contraintes
biotiques et abiotiques. Les composants du systeme de défenses antioxydantes sont non enzymatiques

ou enzymatiques.

Les systemes non enzymatiques antioxydants sont représentés principalement par des composés
de bas poids moléculaire soit solubles comme le glutathion réduit (GSH) et I’acide ascorbique
(ASC), soit lipophiles comme les caroténoides et les tocophérols (Mitler et al., 2004 ; Chen et
Dickman 2005).

Les systemes antioxydants enzymatiques comprennent les superoxyde dismutases (SOD), les

catalases (CAT), les ascorbate peroxydases (APX), les monodéhydroascorbate réductases (MDHAR),

les déhydroascorbate réductases (DHAR), les glutathion réductases (GR) et les réductases a thiols.
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4.2.1. Les systemes antioxydants non enzymatiques de bas poids moléculaire

4.2.1.1. Le glutathion

Le tripeptide glutathion (yGlu-Cys-Gly; GSH) est I'un des métabolites essentiels pour les plantes.
Il est considéré comme un des moyens de défense les plus importants contre les ERO intracellulaires

induits par des contraintes générant un stress oxydant (Figurel10).

Il est produit en abondance sous forme réduite (GSH) dans les tissus végétaux. C’est I’'une des
principales formes de soufre organique transporté dans le phloéme (Mendoza-Cézatl et al., 2008).

Il se déplace entre les cellules, soit par voie apoplastique, soit par voie symplastique. Il est
localisé dans tous les compartiments cellulaires tels que le cytosol, le réticulum endoplasmique, la
vacuole, les mitochondries, les chloroplastes, les peroxysomes ainsi que 1’apoplaste (Jimenez et al.,

1998).

Résistance Résistance
aux metaux aux hebicides

contre les

Division cellulaire et Développement des

fonctionnement fleurs
du meristeme

Figure 10 : Importance physiologique du glutathion d’aprés Noctor et al. (2012).

Dans les cellules du mésophile des feuilles d'Arabidopsis, le pool de glutathion total est
difféeremment réparti entre les différents compartiments subcellulaires. Environ 52% de ce pool se

47



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

retrouve dans le cytosol avec une concentration de 1’ordre de 3,5 mM et a 27.5% dans les plastes

avec une concentration de I’ordre de 0.9 mM (Queval et al., 2011).

Le glutathion joue un r6le central dans de nombreux processus physiologiques, comme la
régulation du transport des sulfates, la transduction de signaux, la conjugaison des metabolites, la
détoxication des xénobiotiques et I'expression de génes en réponse au stress (Xiang et al., 2001 ;
Mullineaux et Rausch 2005).

La synthése du glutathion se produit en deux étapes dépendant de I'ATP. Tout dabord, la
glutamate-cystéine ligase (GCL) catalyse la formation de y-glutamylcystéine a partir de Cys et de
Glu. Puis, la glutathion synthétase (GS) ajoute une Gly au y-glutamylcystéine pour produire le GSH,
la forme réduite du glutathion. Une fois synthétisé, le GSH constitue un substrat réducteur pour de
multiples réactions métaboliques qui produiront la forme oxydée du glutathion, GSSG, qui comporte

deux molécules de glutathion liées par un pont disulfure.

L'équilibre entre le GSH et GSSG est un élément central dans le maintien de I'noméostasie redox

cellulaire (Foyer et Noctor 2005).

Le GSH est nécessaire pour maintenir cette homéostasie rédox afin de contrecarrer les effets
nocifs des ERO (Meyer 2008). Il est considéré comme un piégeur potentiel ditect d’*0,, H,0, et OH'
(Larson 1988 ; Noctor et Foyer 1998).

Par ailleurs, le GSH joue un role clé dans les systemes de défense antioxydants en régénérant un
autre antioxydant, 1’ascorbate et plus précisément sa forme oxydée le déshydroascorbate (DHA), via

le cycle ascorbate-glutathion (Foyer et Halliwell 1976; Queval et al., 2007).

Le glutathion a une fonction dans les principales voies du métabolisme des peroxydes. Trois
types distincts de peroxydases apparaissent comme les principaux candidats impliqués dans la
réduction de peroxydes par oxydation du GSH. Il s'agit de I'ascorbate peroxydase (APX), certains
types de peroxirédoxines (PRX) et des glutathion S-transférases (GST) (Noctor et al., 2012).

L’interaction entre le glutathion et les systémes thiorédoxines (TRX) cytosoliques a aussi été
décrite. Dans certaines conditions, les modifications du potentiel redox du glutathion peuvent
influencer les mécanismes qui contribuent a I'évolution du potentiel redox des TRX et donc au

contrle de l'activité biologique des cibles des TRX (Marty et al., 2009),
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Le GSH pourrait aussi intervenir indirectement pour limiter les effets nocifs des peroxydes de
par sa capacité a transférer facilement ses électrons par glutathionylation a des résidus cystéines sous
forme d’acide sulfénique. La glutathionylation des résidus cystéines par le GSH permet ainsi leur

protection contre une éventuelle suroxydation ( Zaffagnini et al., 2007).

Il a été rapporté que lorsque l'intensité d'un stress augmente, les concentrations de GSH
généralement baissent et la proportion de la forme oxydée augmente. Ceci conduit a une détérioration

du pouvoir antioxydant de ce composé (Tausz et Sircelj, 2004).

Une concentration élevée en GSH est corrélée a la capacité des plantes a résister aux différents
stress oxydants (Queval et al., 2011). Une augmentation de la teneur en ce composé est observée
chez les plantes de chiendent Dactylis glomerata L. exposées au stress salin (Zagorchev et al.,2012)

et chez le riz face a un stress hydrique (Pyngrope et al.,2013)

La participation du glutathion dans le systeme de défense antioxydant fournit une base solide
pour son utilisation comme marqueur de stress. Cependant, la concentration en glutathion peut varier
considérablement selon les contraintes abiotiques et ceci peut influer sur la fonction antioxydante de

ce composé (Noctor et al., 2012).

4.2.1.2. L'ascorbate (acide ascorbique ou vitamine C)

L'acide ascorbique (ou ascorbate) est une molécule de la famille des lactones. C’est un composé
tres abondant produit dans tous les tissus végétaux. Sa concentration est généralement plus élevée
dans les cellules photosynthétiques et méristématiques (et dans les cellules de certains fruits). Elle est
également plus élevée dans les feuilles matures avec des chloroplastes pleinement développés et un

taux élevé de chlorophylles (Smirnoff 2000).

Dans une cellule photosynthétique, environ 30 a 40% de l'ascorbate total se situe dans le
chloroplaste. Les concentrations rapportées au niveau du stroma sont de I’ordre de 50 mM (Foyer et
Noctor, 2005). La majeure part du pool d'acide ascorbique reste disponible sous forme réduite (ASC)
dans les feuilles et les chloroplastes en conditions physiologiques normales (Smirnoff 2000).

L’ascorbate est un puissant antioxydant soluble dans I'eau et joue un rdle essentiel pour limiter

les dommages causeés par les ERO dans les plantes (Smirnoff 2005 ; Athar et al., 2008).
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Le systéeme contrélant 1’état redox de 1’ascorbate comprend 1’acide L-ascorbique (ASC), le
monodéhydroascorbate (MDHA) et le déshydroascorbate (DHA). Ces deux derniers constituent les
deux formes oxydées de I'ascorbate et sont relativement instables en milieu aqueux. La régénération
de I'ASC par la déhydroascorbate réductase (DHAR) est extrémement importante, car l'acide
déhydroascorbique totalement oxydé a une demi-vie courte et serait perdu s’il n’était pas réduit
(Foyer et Halliwell 1976 ;Wang et al.,2010).

Le DHA peut étre réduit chimiquement en ascorbate ASC grace a une enzyme, la
déhydroascorbate réductase (DHAR), qui tire son pouvoir réducteur du glutathion (GSH). Ce cycle
est appelé cycle de I'ascorbate et du glutathion, ou encore cycle d'Halliwell-Asada-Foyer (Figure 11)
(Foyer et Halliwell 1976 ; Foyer et Noctor 2008 ; Noctor et al., 2011).

MDHA DHA GSH NADP+

O, H,0
NAD(P)
Catalase
NAD{P),,

2

Figure 11 : Les principales réactions du cycle ascorbate-glutathion (Foyer et Noctor, 2008)

Chez les plantes, les mitochondries jouent un role central dans le métabolisme de I'ASC. Celles-
ci synthétisent non seulement I’ASC grice a la l-galactono-y-lactone déshydrogénase, mais

participent aussi a la régénération de I'ASC a partir de ses formes oxydées (Szarka et al., 2007).

L’acide ascorbique est considéré comme un puissant piégeur d’ERO du fait de sa capacité a
donner des électrons dans un certain nombre de réactions enzymatiques, catalysées par exemple par
les ascorbate peroxydases, ou non-enzymatiques. Il peut fournir ainsi une protection directe aux
membranes par piégeage direct de I'O,” et d’OH' et intervenir pour régénérer 1’a-tocophérol a partir
du radical tocophéroxyl. Dans les chloroplastes, I’ASC agit comme cofacteur de la violaxantine de-
époxydase et contribue ainsi a la dissipation de I'énergie d'excitation en exces sous forme de chaleur
(Smirnoff 2000).
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En condition de stress oxydant (forte lumiére ou déficit hydrique), on observe une augmentation

considérable du contenu en ascorbate chez des semis de Picea asperata (Yang et al., 2008).

Chez des mutants d’Arabidopsis thaliana ne disposant que de 30 % d'ascorbate par rapport au
type sauvage (WT), une sensibilité accrue au stress salin a été observée (Huang et al., 2005). Le
faible contenu en ascorbate intrinséque dans les mutants sous forte salinité entraine une diminution
spectaculaire de la teneur en forme réduite de l'ascorbate et est associée a une augmentation

importante du contenu en ERO (Huang et al., 2005).

4.2.1.3. L'alpha-tocophérol (vitamine E)

Les tocophérols, antioxydants lipophiles constituant la vitamine E, sont considérés comme des

piégeurs des ERO et des radicaux lipidiques (Hollander el al., 2005; Miller et al., 2010).

IIs sont localisés chez les plantes dans les membranes des thylacoides des chloroplastes (Kamal-
Eldine et Appelgvist, 1996). Un niveau nettement plus élevé en a-tocophérol est présent dans les
feuilles de plusieurs especes de plantes par comparaison avec le y-tocophérol, avec plus de 90% de
la teneur foliaire de la vitamine E sous forme d’a-tocophérol. Le y-tocophérol est plus abondant dans
les graines. Les B-et d-tocophérols sont des formes rares chez la plupart des espéces végétales (Foyer
et Noctor, 2005).

Sur les quatre formes de tocophérols (a-, B-, v-, 8-) dans les plantes, I’a-tocophérol posséde la
plus forte activité antioxydante du fait de la présence de trois groupes méthyle, dans sa structure
moléculaire (Kamal-Eldine et Appelqvist 1996; Foyer et Noctor, 2005)

Leurs principales fonctions antioxydantes se résument en deux actions, tout d'abord dans
I’extinction (quenching) de I'oxygene singulet généré principalement par la chlorophylle triplet dans
le photosystéme Il (Krieger-Liszkay, 2005). Il a été ainsi estimé qu'une molécule d’a-tocophérol peut
piéger jusqu'a 120 molécules d’*O, (Munné-Bosch, 2005).

Leur deuxiéme fonction consiste a piéger des radicaux nocifs par exemple, des radicaux lipide
peroxyles qui résultent des réactions de peroxydation des lipides membranaires (Herrera et Barbas
2001 ; Sattler et al., 2004).

Récemment, il a été constaté que le stress oxydant active la synthese des tocophérols dans les

plantes supérieures. Des niveaux éelevés de ces composés sont observé pendant une période de déficit
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hydrique. Ainsi, la comparaison de deux espéces de Solanum (S. chilense et S. lycopersicum)
différant dans leur tolérance a la sécheresse a révélé que S. chilense présente en plus d’une
conductance stomatique basse, des niveaux éleves en a-tocophérol par rapport a S. lycopersicum,
espece sensible au déficit hydrique (Loyola et al., 2012).

La surexpression du géne tocophérol cyclase (VTEL) d'Arabidopsis dans des plantes de tabac
transgéniques a montré une diminution du niveau de peroxydation lipidique par rapport au sauvage
(WT) en condition de manque d’eau (Liu et al., 2008). Ce gene participe a la synthese des

tocophérols.
4.2.1.4. Les flavonoides

Les flavonoides sont largement répandus dans le regne végétal et sont présents généralement
dans les feuilles, les piéeces florales, et les graines. lls sont également abondants dans les parties
ligneuses comme les tiges et les écorces. L’analyse des flavonoides en fonction de leur structure
permet de les classer en flavonols, flavones, isoflavones et anthocyanes (Tournaire et al., 1993 ;

Olsen et al., 2010).

Les flavonoides peuvent s'accumuler dans la vacuole comme glycosides, dans des cellules a la
surface des feuilles, et comme exsudats dans d'autres parties aériennes des plantes. La concentration

des flavonoides dans ces cellules végétales est souvent supérieure a 1 mM (Vierstra et al., 1982).

Les flavonoides sont supposés avoir de nombreuses fonctions : pigmentation des fleurs, fruits et
graines, protection contre les rayons UV, défense contre les agents phytopathogénes (micro-
organismes pathogeénes, insectes, animaux). Ils jouent également un réle dans la fertilité des plantes

et la germination du pollen (Olsen et al., 2010).

Le réle clé des flavonoides dans la protection contre les rayonnements UV-B a été montré en
examinant des mutants d'Arabidopsis présentant une capacité de syntheétiser les flavonoides réprimée
(Bieza et Lois, 2001)

De nombreux génes de biosynthése des flavonoides sont induits dans des conditions de stress. En
effet, il a été constaté une forte augmentation des quantités de flavonoides a la suite de contraintes
biotiques et abiotiques, telles que les blessures, la sécheresse, une exposition a des métaux et une

carence en nutriments (Winkel-Shirley 2002).
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Les flavonoides servent de piégeurs d’ERO et peuvent neutraliser des radicaux avant qu'ils
n’endommagent les structures cellulaires, ce qui est important pour les plantes dans des conditions

environnementales défavorables (Lgvdal et al., 2010).

4.2.1.5. Les caroténoides

Dans la nature, il existe plus de 600 caroténoides, pigments liposolubles présentant une activité
antioxydante. Ces composes colorés jouent une multitude de fonctions dans le métabolisme des
plantes, y compris dans la tolérance au stress oxydant, mais aussi dans la coloration des fleurs et des
fruits (Sieferman-Harms 1987).

Ces pigments liposolubles (principalement B-caroténes) effectuent trois fonctions principales
dans les plantes. Ils absorbent la lumiere a des longueurs d'onde comprises entre 400 et 550 nm et
transferent cette énergie a la chlorophylle. Ils sont importants pour la stabilité et I'assemblage des
photosystemes ainsi que pour la stabilisation des membranes thylacoidiennes ce qui leur confere une
fonction structurale. Enfin, ils possédent une fonction antioxydante de protection de I'appareil
photosynthétique par une activité de I’extinction (quenching) de la chlorophylle triplet (3Chl) et de

désactivation de 1’102 .

Cette derniere fonction au travers du cycle des xanthophylles contribue a la dissipation de
I’excés d’énergie. Les caroténoides constituent donc une premiere ligne de défense contre la toxicité
liée aux ERO (Collins 2001 ; Niyogi 2001 ; DellaPenna 2006 ; Triantaphylidés et Havaux, 2009 ;
Ramel et al., 2013 ).

La composition des xanthophylles chez les plantes est remarquablement conservée et se
compose de cing grand types, le plus abondant étant la B-lutéine et les quatre autres étant la

violaxanthine, la néoxanthine, 1’anthéraxanthine et la zéaxanthine (Demmig-Adams et Adams, 1992)

Sous forte intensité lumineuse, la violaxanthine est convertie en anthéraxanthine et en
zéaxanthine par la violaxanthine dé-époxydase (Morosinotto et al., 2003). La zéaxanthine est alors

capable de dissiper I’exces d’énergie lumineuse sous forme de chaleur.

La dégradation oxydative de f-caroténe produit un certain nombre de composeés volatils a chaine

courte durant l'oxydation par 1'*O, de B-caroténe: le B-cyclocitral (B-CC), la B-ionone (B-1), et la
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dihydroactinidiolide avec également une production minoritaire et moins prononcée de a-ionene.
Chez des plantes Arabidopsis exposées a un stress lumineux, le B-cyclocitral est capable de reguler
I’expression de certains génes et d'induire ainsi des mécanismes de défense contre 1’*O, (Ramel et al.,
2012b).

4.2.2. Systemes antioxydants enzymatiques

4.2.2.1. Superoxyde dismutase et superoxyde réductase

Les superoxyde dismutases SOD sont des métalloenzymes. Ce sont des antioxydants
enzymatiques intracellulaires efficaces et présents dans tous les organismes aérobies et dans tous les

compartiments subcellulaires.

Les SOD éliminent les ions O, en catalysant leur dismutation : un ion O, est réduit en H,O;

et un autre oxydé en O, Ceci diminue ainsi le risque de formation du radical OH'.

02'_ + 02'_ + 2H+ — 2H202 + 02

Les SOD sont classées selon le type de leur cofacteur métallique. Il en existe trois connus: le
cuivre/zinc (Cu/Zn-SOD), le manganese (Mn-SOD) et le fer (Fe-SOD). Ces isoformes sont localisées
dans différents compartiments cellulaires des cellules vegétales (Mittler 2002 ; Zelko et al., 2002).

Les Mn-SOD se trouvent dans les mitochondries des cellules eucaryotes et dans les peroxysomes
(del Rio et al., 2003a). Certains isozymes de type Cu/Zn-SOD se trouvent dans les fractions
cytosoliques, et aussi dans les chloroplastes des plantes supérieures (del Rio et al., 2002). Chez les
végétaux, les isozymes Fe-SOD sont relativement peu représentées. Elles sont habituellement
associées avec le compartiment chloroplastique lorsqu'elles sont présentes (Alscher et al.,2002 ;
Ferreiraet al., 2002).

Une augmentation significative de l'activité SOD en conditions de stress salin a été observée

dans diverses plantes telles que le mdrier (Harinasut et al., 2003), Lycopersicon esculentum

(Gapinska et al.,2008) et Hordeum vulgare (Pérez-L0dpez et al.,2009).
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Wang et Li (2008), en étudiant I'effet du déficit hydrique sur les activités SOD totale de feuilles
et SOD dans les chloroplastes de Trifolium repens L., ont également rapporté une augmentation
significative de I'activité SOD lors de cette contrainte environnementale.

Les SOD étaient connues comme étant les seules enzymes capables d’éliminer le radical anion

superoxyde, jusqu’a la découverte en 2000 de la superoxyde réductase (SOR) (Lombard et al., 2000).

La SOR est une métalloprotéine contenant un site actif a fer ferreux non-hémique (Niviere et
Fontecave, 2004). Aprés réduction du radical anion, I’enzyme est régénérée, car elle est capable
d’accepter les électrons d’une large gamme de donneurs. L’enzyme ne semble pas reconnaitre de

réducteur spécifique (Emerson et al., 2003). Cependant, ces réactions de dismutation ou de réduction

de ’O, conduisent a la formation de peroxyde d’hydrogéne (Figure 12).

020 2
@
H,0 - -
Figure 12: Cycle calalytique de la superoxyde réductase d’aprés Niviere et Fontecave (2004).

Le peroxyde d’hydrogene formé est a une certaine concentration toxique et peut conduire a la

formation de radicaux HO'". Les catalases interviennent alors pour dégrader le peroxyde d’hydrogéne.

4.2.2.2. Catalase et enzymes du cycle ascorbate-glutathion

Les catalases sont des protéines hémiques présentes dans tous les organismes. Chez les végétaux,
elles sont localisées dans le peroxysome. Ce sont des enzymes indispensables pour la détoxication
des ERO dans le métabolisme cellulaire basal du fait de 1’activité photorespiratoire et également en
conditions de stress (Garg et Manchanda, 2009). Elles possedent une tres forte affinité pour H,0,
qu’elles dismutent en H,O et O, et permettent de limiter sa diffusion dans la cellule (Scandalios,
2005).
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La catalase est I'une des enzymes les plus efficaces du monde vivant. La réaction de
décomposition d’H,0, est effectuée avec une proportion d’environ une molécule de CAT pour

convertir = 6 millions de molécules de H,0, en H,0 et O, par minute.

En fonction de la concentration en H,O,, la catalase présente une double activité. A faible
concentration en H,O, (inférieure a 1 pM), elle agit comme une peroxydase, qui fait intervenir des

cofacteurs donneurs d’électrons selon la réaction RH; + H,O, — R + 2H,0.

A forte concentration en peroxyde d’hydrogeéne, 1’activité catalytique de I’enzyme s’effectue

avec H,O; qui intervient a la fois comme donneur et accepteur d’électrons (Scandalios, 2005).

Les CAT ont été largement étudiées chez les plantes supérieures ou on a trouvé deux
isoenzymes chez Hordeum vulgare (Azevedo et al., 1998), quatre dans les cotylédons d’Helianthus

annuus (Azpilicueta et al.,2007) et pas moins de douze chez Brassica (Frugoli et al., 1996).

Une augmentation de ’activité CAT a été détectée dans le blé en période de sécheresse, cette
augmentation étant en particulier plus marquée chez des variétés sensibles (Simova-Stoilova et al.,
2010). Dans une autre étude, il a été rapporté une diminution de l'activité CAT dans les plants de riz
lors d’une déshydratation cellulaire résultant d’une sécheresse (Sharma et Dubey 2004).

Les ascorbate-peroxydases (APX) sont connues pour jouer un role essentiel dans I’élimination
des ERO et la protection des cellules des plantes supérieures, des algues et d'autres organismes. Chez
les plantes, elles sont localisées dans les différents compartiments subcellulaires et ne peuvent

fonctionner qu’avec un cofacteur tres spécifique, 1’ascorbate.

La famille des APX est constituée d'au moins cing isoformes distinctes présentes sous forme
thylacoidienne (tapX), glyoxysomales membranaires (gmAPX) et solubles (gsAPX), au niveau du
stroma des chloroplastes (SAPX) et du cytosol (CAPX) (Noctor et Foyer, 1998).

L’APX est impliquée dans la dégradation d’H,O, dans le cycle eau-eau et le cycle de

I’ascorbate-glutathion. Elle reduit H,O, en H,O, en produisant également des radicaux
monodéhydroascorbate (MDHA) a partir de 1’ascorbate (Hossain et al., 2006).
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Bien que le cycle ascorbate-glutathion ait été plus particulierement étudié dans les
chloroplastes, il est également présent dans le cytoplasme (Nakano et Asada, 1981), les peroxysomes
et les mitochondries (Jimenez et al., 1997).

Du fait de sa grande affinité pour H,O, I’APX peut jouer un réle important dans la gestion des
ERO au cours du stress. Une augmentation significative de l'activité APX a été ainsi notée sous
contrainte hydrique chez des plantes de Phaseolus vulgaris (Zlatev et al., 2006) et Picea. asperata
(Yang et al., 2008).

Selon Sharma et Dubey (2004), un déficit hydrique modéré appliqué sur des plantes de riz
augmente 1’activité de I’APX chloroplastique par rapport a celle de plants témoins, mais cette activité
a tendance a diminuer lorsque le manque d’eau s’accentue.

L’oxydation de [I’ascorbate catalysée par 1’ascorbate peroxydase produit du
monodéhydroascorbate (MDHA) (Miyake et Asada, 1992). Les radicaux monodehydroascorbate
produits de facon enzymatique par 1’ascorbate peroxydase ou I’ascorbate oxydase, ou par des
réactions non-enzymatiques (autooxydation), peuvent causer 1’inactivation, voire la destruction des
composants des chloroplastes. Ces molécules radicalaires doivent donc étre rapidement éliminées

afin d’éviter tout effet toxique (Asada, 2006).

La monodéhydroascorbate réductase, la déshydroascorbate réductase et la glutathion réductase

sont trois enzymes qui jouent un role essentiel dans la régénération de 1’ascorbate réduit (Noctor et

al.,2012).

La monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) est un dinucléotide flavine adénine (FAD),
enzyme qui présente des isoformes chloroplastiques et cytosoliques. La MDHAR réduit les radicaux
monodéhydroascorbate (MDHA) en utilisant le NAD(P)H comme donneur d’électrons pour réduire
enzymatiquement le MDHA en ascorbate (Hossain et al., 1984 ). Chez les plantes, la MDHAR est
présente dans le cytosol (Dalton et al., 1993), les chloroplastes (Hossain et al., 1984), les
mitochondries (Jimenez et al., 1997), les peroxysomes (Jimenez et al., 1997) et les glyoxisomes
(Bowditch et Donaldson, 1990).

Le monodéhydroascorbate (MDHA) posséde deux voies de régénération, via la

monodéhydroascorbate réductase ou via la déshydroascorbate réductase (DHAR) et le glutathion.
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La DHAR participe avec le glutathion aux processus de régénération de 1’acide ascorbique ou
ascorbate a partir de sa forme oxydée et régule I'état redox cellulaire de ce composé (Chen et Gallie
2005).

DHA +2GSH — AA + GSSG
Cette enzyme est inhibée par les radicaux thiols, alors que H,0O, (<0,1 mM) et les radicaux

superoxydes sont sans effet sur I’activité de cette enzyme (Hossain et Asada, 1984).

Il a été noté que la surexpression de DHAR dans le tabac protége les plantes contre la toxicité de
I'ozone (Chen et Gallie, 2005). La surexpression de DHAR augmente également la tolérance a la
salinité chez Arabidopsis (Ushimaru et al., 2006), au déficit hydrique et a une exposition a 1’ozone
chez le tabac (Eltayeb et al., 2006).

La glutathion réductase catalyse enfin la réduction du glutathion oxydé, du fait de la réduction de
I’ascorbate, en utilisant spécifiquement le NADPH (Halliwell et Foyer, 1978). Dans le cycle
ascorbate-glutathion, l'activité de la GR n'est qu'un maillon de la chaine de réaction, mais constitue,
selon Tanaka et al., (1985), une étape limitante dans la réduction du GSSG (glutathion oxydé) par le
NADPH.

Il est donc possible que l'activité de la GR détermine, dans une certaine mesure, la tolérance des
plantes aux stress oxydants (Tanaka et al., 1988). Cette hypothése est appuyée par les résultats de
Tanaka et al., (1990), qui ont observé chez le tabac une tolérance plus élevée a I'ozone chez les
cultivars ayant une plus forte activité de la GR.

4.2.2.3. Les glutathion S-transférases

Les glutathion-transférases, GST, des plantes connues sous le terme glutathion S-transférases
sont un groupe vaste et diversifié d'enzymes qui catalysent la conjugaison des substrats électrophiles
xénobiotiques avec le glutathion tripeptide (GSH; y-Glu-Cys-Gly). Chez les plantes, I'activité de la
plupart des GSTs dépend du site actif qui comporte une sérine stabilisant 1’anion thiolate S™ (Dixon
& Edwards 2010).

Les GSTs chez les plantes sont connues pour leur réle dans la détoxication des herbicides,

I'noméostasie hormonale, la séquestration vacuolaire des anthocyanes, le métabolisme de la tyrosine,
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la détoxication des hydroxyperoxydes, la régulation de I'apoptose et la réponse des plantes aux stress
biotiques et abiotiques (Thatcher et al., 2007 ; Dixon et al., 2010).

Les familles géniques des GSTs chez les plantes sont remarquables et tres diversifiées du point
de vue structure/fonction, avec 25 membres recenses chez le soja, 42 pour le mais et 54 chez
Arabidopsis (Dixon et al., 2002 ; Sappl et al.,2004).

Ce sont généralement des protéines cytoplasmiques, mais des isoformes microsomales,

plastidiales, nucléaires et apoplastiques ont également été décrites (Frova 2003).

Les GSTs sont capables d’¢éliminer les composés cytotoxiques ou génotoxiques, qui peuvent
réagir ou endommager I'ADN, I'ARN et les protéines. En effet, les GST peuvent réduire les
peroxydes avec l'aide de glutathion et piéger des composés cytotoxiques et génotoxiques (Noctor et

al., 2002). Certaines GSTs sont induites par I'acide jasmonique (Yan et al, 2007).

4.2.2.4. Les thiorédoxines (TRX) et glutarédoxines (GRX)

Les thiorédoxines (TRX) sont de petites protéines ubiquitaires et conservées dans tous les
organismes vivants denviron 12 a 14 kDa qui possédent une activité d'oxydoréductase de pont

disulfure sur des protéines cibles.

Elles présentent une structure tridimensionnelle caractéristique appelée « repliement
thiorédoxine », consistant en un noyau central formé de cing feuillets B entouré de quatre hélices o
(Figure 13).

Figure 13: Structure tridimensionnelle de la thiorédoxine d’épinard d’apreés Capitani et al. (2000).
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Les Trx possédent deux cystéines réactives dans un site actif, généralement WCGPC. Ce site
dithiol est exposé de facon a favoriser I'interaction avec les substrats. Cette séquence a été conservée
au cours de I'évolution pour toutes les isoformes de TRX. Elle est considérée comme la signature des
TRX (Capitani et al., 2000).

La premiere thiorédoxine (TRX) a initialement été identifiée chez la bactérie Escherichia coli
comme étant I'enzyme responsable de la réduction de la ribonucléotide réductase (Laurent et al.,
1964). Depuis, la présence de ces protéines a été mise en évidence chez tous les organismes vivants
(Holmgren, 1989).

Les TRX sont capables de réduire, par une réaction séquentielle, les ponts disulfures de protéines
dites « cibles ». Le mécanisme de réduction des ponts disulfures par les Trx consiste en un échange
dithiol/disulfure (Brandes et al., 1993). La premiere cystéine en N-terminal de ce site actif est
responsable de 1’attaque nucléophile primaire du pont disulfure de la cible. Un pont disulfure

intermoléculaire transitoire est formé entre la TRX et sa cible (Figure 14, 1).
Le complexe est ensuite dissocié grace a I’attaque du disulfure mixte par la deuxieme cystéine

du site actif (Figure 14, 2). Suite & cette réaction, la cible est réduite et la TRX est oxydée (Figure 14,
3).

1 2 3
Nter (™ Nter,
S Nterg__o S
H's HS S
Cter Cter Cter
Figure 14: Mécanisme catalytique des thiorédoxines. Nter et Cter désignent respectivement les Cys situées en N-
terminal et C-terminal du site actif (Meyer et al., 1999).

Ce mécanisme réactionnel a été établi par mutagenése dirigée. En effet, le remplacement de la
premiere cystéine par une seérine entraine la perte de l'activité de I'enzyme (Brandes et al., 1993;
Holmgren 1995) alors que la mutation de la seconde cystéine bloque le mécanisme et conduit a la
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formation d’un hétérodimére stable entre la Trx et sa cible (Balmer et Schiirmann 2001 ; Wynn et al.,
1995).

Deux fonctions liées a I’activité oxydoréductase de ces protéines ont été mises en évidence. La
premiére consiste a servir de substrat de réduction pour des peroxydases a thiols et des méthionine
sulfoxyde réductases et de leur fournir ainsi du pouvoir réducteur. L’autre fonction des TRX est de
réguler I’activité enzymatique de leurs cibles par modification rédox post-traductionnelle de leur
conformation. Chez les organismes photosynthétiques, les TRX ont été initialement identifiées
comme des activateurs a la lumiére d’enzymes du cycle de Calvin, comme par exemple la fructose-
1,6-bisphosphatase (FBPase), ou d’autres voies métaboliques comme la malate déshydrogénase
(MDH) (Buchanan et Wolosiuk, 1976; Issakidis et al., 1996 ; Jacquot et al., 1997).

Chez les végétaux, les TRX sont codées par le génome nucléaire et peuvent étre regroupées en
10 types selon leur homologie de séquence et la structure des genes qui les codent. Elles sont
présentes dans tous les compartiments cellulaires des végétaux. Prés de la moitié d'entre elles sont
situés dans le plaste (Meyer et al., 2008).

Deux isoformes sont localisées dans les mitochondries (TRX du type o et h), 10 dans le cytosol
(7 isoformes de type h, 1 de type o, 1e type Clot, 1 de type TDX) et 11 dans les plastes (4 de type m,
2 de type f, 2 de type y, 1 de type X, 1de type CDSP32 et 1 de type HCF164) (Figure 15).

f1, 12, m1, m2, m3, m4, y1, y2, x,
CDSP32, HCF164

Chlofoplaste

e —
Cytosol 6\3- ol, -
h3, hS, Clot,TDX Vacuole ——
h1, h4, h7, h8, h10, o2 Mitochondrie

Peroxisome

Figure 15: Localisation subcellulaire des principales thiorédoxines végétales (Vieira Dos Santos et Rey, 2006).
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La présence d’une multitude d’isoformes de TRX chez les végétaux supérieurs souleve la
question d’une spécialisation ou d’une redondance fonctionnelle pour cette famille de protéines. En
effet chez les autres organismes (bactéries, levure, cellules animales), il n’y a en général que 2 ou 3

isoformes de thiorédoxines qui remplissent plusieurs fonctions.

Chez les organismes photosynthétiques aprées la réduction d'une cible, la TRX oxydée nécessite
d'étre régénérée grace au pouvoir réducteur fourni par le systeme de réduction des TRX présent chez
les cyanobacteéries et les chloroplastes des végétaux, il s’agit du systéme ferrédoxine thiorédoxine
(FA/TRX) (Schirmann, 2003 ; Schirmann et Buchanan, 2008).

Il utilise comme source de pouvoir réducteur les électrons de la chaine de transfert
photosynthétique qui est transmis du photosysteme | (PSI) a la ferrédoxine. Cette derniére transmet le

pouvoir réducteur aux TRX grace a la ferrédoxine thiorédoxine réductase (FTR)

Les glutarédoxines (GRXs) sont des oxydoreductases similaires aux TRXs, avec des sites actifs
de types Cys-xxx-xxX-Cys ou Cys-xxx-xxx-Ser généralement réduits par le glutathion.

Les GRXs de plantes sont également codées par des familles multigéniques, avec au moins 6
GRXs localisés dans les plastes (Rouhier et al., 2006). De nombreux partenaires des Trx également

interagissent avec les GRXs (Vieira Dos Santos et Rey, 2006).

Les GRXs sont subdivisés en trois classes qui peuvent étre distinguées sur la base de motifs

d'acides aminés dans le site actif (Lemaire, 2004; Rouhier 2010).

La plupart des GRXs de classe | ont un site actif comme les TRX-composés de deux cystéines
séparées par deux acides aminés intermédiaires. Ils peuvent regénérer des peroxyrédoxines (Prx) et
des méthionine sulfoxide réductases (MSR) (Zaffagnini et al., 2007; Tarrago et al., 2009).

Les GRXs de classe Il n'ont qu'une seule cystéine dans le site actif, cette derniere peut former un
pont disulfure avec une autre cystéine située dans la méme protéine ou sur une autre GRX du méme

type (Gao et al., 2010).

La troisieme classe de GRX contient deux cystéines adjacentes dans leur site actif et forment la

plus grande classe chez les plantes terrestres (Li et al., 2009).
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4.2.2.5. Les cibles des thiorédoxines végétales impliquées dans la
protection contre le stress oxydant

A. Les peroxydases a thiol

Deux classes majeures de peroxydases a thiol sont connues : les peroxyréedoxines (Prx) (Poole,
1996) et les glutathion peroxydases (Gpx) (Ursini et al., 1995).

L’activité de ces enzymes repose sur la présence d’une cystéine réactive capable de réaliser une
attaque nucléophile sur une fonction peroxyde. Cette réaction entraine la libération d’une molécule
d’alcool ou d’H,0, et la Cys catalytique est oxydée en acide sulfénique (Cys-SOH). Cet acide
sulfénique peut réagir ensuite avec une autre fonction thiol pour former un pont disulfure inter- ou

intra-moléculaire, et libérer une molécule d’eau (Poole et al., 2004).

> Les peroxyrédoxines

Les peroxyrédoxines (Prx) forment une famille de peroxydases non hémiques, d’environ 20 kDa,
avec généralement 2 Cys catalytiques. Elles sont présentes dans tous les regnes du vivant et
constituent des éléments centraux du systéeme de défenses antioxydantes chez les plantes..

Elles présentent la capacité de réduire H,O,, et les peroxydes organiques respectivement en eau
et alcools correspondants (Hofmann et al., 2002; Wood et al., 2003; Dietz 2011).

Dans certaines conditions (concentrations élevées en ERO ou en hydroperoxydes lipidiques), une
suroxydation de la forme cystéine sulfénique peut se produire et donner lieu a la formation d’acide

sulfinique, puis d’acide sulfonique.
La forme acide sulfonique a été mise en évidence sur la Prx Tsal de levure et est trés
probablement irréversible, puisque conservée dans les cellules au cours des générations (Lim et al.,

2008).

A l'inverse, la réduction de la forme cystéine acide sulfinique en cysteine acide sulfénique est

catalysée par la sulfirédoxine (Srx) (Figurel6 ).
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ROOH ROH ROOH ROH

+Red
-SH —. SOH ——» - SO,H
SH

Trx (SS) Trx (SH),

Figure 16 : Oxydation et suroxydation des Prx : ROOH et ROH peroxyde lipidique et alcool correspondant,
Trx(SS) et Trx(SH), thiorédoxine respectivement oxydée et réduite, Red (réducteur), Srx (sulfirédoxine).

Des études in vivo ont montré que dans des levures de type sauvage, les 2-Cys Prx suroxydées
apres exposition des cellules a I’H,O, peuvent étre régénérées, alors que des levures n’exprimant plus
le geéne Srx ne montrent plus de réduction des Prx suroxydées (Biteau et al., 2003). La sulfirédoxine
(Srx) a été aussi caractérisée chez Arabidopsis thaliana. Elle semble participer aux mécanismes de
réponses a un traitement photooxydant (forte lumiere combinée a basse température) puisqu’un
mutant d’Arabidopsis déficient en Srx présente une tolérance plus marquée au stress oxydant généré

par ce traitement (Rey et al., 2007).

Selon la nomenclature couramment utilisée, les Prx sont divisées en fonction du nombre de
cystéines catalytiques et leur mode de fonctionement (monomérique ou dimérique). On dénombre
quate grands types de Prx : un type a une cystéine (1-Cys Prx) et trois types a deux cystéines (2-Cys
Prx, peroxyrédoxine Q (PrxQ), peroxyrédoxine Il (Prxll)) (Dietz, 2003 ; Noguera-Mazon et al.,
2006). Les PrxQ et PrxIl sont appelés aussi 2-Cys Prx atypiques (Hofmann 2002 ; Dietz et al., 2006 ;
Dietz 2011). Elles fonctionnent sous forme monomériques au contraire des 2-Cys Prx qui sont actives

sous forme de dimére.

La famille des peroxyrédoxines de type Il (Prx) peut étre divisée en six groupes distincts
nommés A, B, C, D, E, et F, sur la base de leurs séquencees et des positions des résidus cystéinyles
conservés (Hofmann 2002 ; Noguera et al., 2006). Le groupe E comprend des peroxydases
homologues a celles présentes chez les bactéries et le groupe F d’autres formes dont des homologues
sont décrits dans les archées. Les Prx des groupes A a D sont communes et conservées chez les
plantes supérieures. Le génome d’A. thaliana comporte des génes codant pour chacun de ces six
groupes de Prx (Horling et al., 2003). Ces 4 grands types de Prx sont repartis dans les differents

compartiments subcellulaires (Figure 17).
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Dans des lignées mutantes modifiées pour 1’expression du géne 2-Cys Prx et présentant une
diminution du niveau en proteine, la photosynthéese est altérée ce qui démontre le role de la 2-Cys Prx
dans la protéction des dommages oxydants (Baier et Dietz , 1999)

Une lignée mutante (knock-out) sans 2-Cys Prx d’Arabidopsis présente plus de sensibilité au

stress oxydant que les plantes de type sauvage (lglesias-Baena et al., 2010).

Prx Il F
Matrice mitochondriale

Prx Il B \
Prx Il C PxIlE 1 vlakoide Thylakoide &
Prx 1l D stroma g jumen stroma
cytosol plaste/chloroplaste

Figure 17 : Localisation subcellulaire des Prxs chez A. thaliana. (Dietz, 2011).

>  Glutathion-peroxydases

Les glutathion-peroxydases (GPX) sont des enzymes-clés des mécanismes de détoxication chez
les plantes. C’est une grande famille d'isozymes différents qui utilisent les Trx pour réduire H,O,
les hydroperoxydes et peroxydes lipidiques. Elle participent ainsi a ’homéostasie rédox dans les
cellules végétales (Navrot et al., 2006). Initialement, elles avaient été décrites comme utilisant le
glutathion comme réducteur, mais différentes études ont révélé que les GPX étaient plus

efficacement reduites par les Trx (Navrot et al., 2006).

Chez Arabidopsis thaliana, la famille des GPX comprend sept membres, que 1’on retrouve dans

le cytosol, les chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes et I’apoplaste (Milla et al., 2003).
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Chez les plantes, les GPX paraissent avoir une activité enzymatique assez faible, qui est
expliquée par la présence d’une cystéine au niveau de leur site catalytique, et non d’une

sélénocystéine comme chez les animaux (Faltin et al., 1998; Herbette et al., 2002; Jung et al., 2002).

Méme si les fonctions des GPX restent encore assez peu connues, ces enzymes sont notamment
impliquées dans I’homéostasie d’H,0,, la synthése de la lignine, la dégradation de 1’acide indole-3-

acétique, et la résistance aux pathogénes (Asada, 1992).

Les genes GPX sont régulés par des stress abiotiques au travers de diverses voies de signalisation
(Milla et al., 2003). Des études ont montré que les niveaux d’ARNm des GPX augmentent dans les
tissus de plantes soumises a une forte salinté (Sreenivasulu et al., 2004), exposées a des métaux

lourds (Li et al.,2000) ou a un traitement oxydant (Avsian-Kretchmer 2004).

B. Les méthionines sulfoxyde réductases (MSR)

La méthionine oxydée sous forme sulfoxyde est réduite en méthionine par une enzyme nommee
méthionine sulfoxyde réductase (MSR) par l'intermédiaire de cystéines catalytiques rédox-actives
(Davies, 2005).

Les MSR sont les principales enzymes responsables de la régénération de la méthionine (Met) a

partir de sa forme sulfoxyde (MetO) qu’elle soit libre ou liée dans les protéines (Tarrago et al., 2009)

La plupart des organismes possedent deux types de MSR, A et B, qui affichent une spécificité
absolue pour les deux diastéréoisoméres respectivement S et R de MetO.

Il est a noter que les MSRA et les MSRB ne présentent aucune similarité de séquence, bien
qu’elles possédent le méme type d’activité biochimique (Tarrago et al., 2009). Mais, une conformiteé
de la symétrie structurale est observée entre le site actif des MSRBs et celui des MSRASs (Lowther et
al., 2002 ; Zhang et Weissbach 2008).

Ces differences dans la stéréo-spécificité revétent une importance particuliere in vivo, car elles

permettent la réduction complete en méthionine des formes Met-(R, S)O produites probablement de

facon racémique dans les cellules des organismes vivants (Zhang et Weissbach 2008).
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Les mécanismes catalytiques des MSR impliquent une a trois cystéines. La réduction de MetO se
décompose en l'attaque de la cystéine catalytique sur le soufre de la MetO, la libération de la
méthionine et la formation d'acide sulfénique.

La plupart des MSRAs et MSRBs possedent deux cysteines redox-actives et fonctionnent
généralement en suivant un mécanisme catalytique comportant trois étapes qui impliquent tout
d’abord la formation d'un intermédiaire acide cystéine sulfénique, la formation ultérieure d'une
liaison disulfure et enfin la régénération des MSRs par un systeme de réduction, généralement de
type thiorédoxine (Trx) (Boschi-Muller et al., 2000; Kumar et al., 2002; Rouhier et al., 2007 ;
Tarrago el al., 2009 ) (Figure 18A).

A) B) I_ —S—TndGrx La voie 1
TrXiGrxox  / YxﬁerR,d
SH S—OH SH S—O0H
[ + MetSO = [ + Met + MetSO = 4+ Met
SH
Grx-S-SG GSH
TrXox
Gxdeq 3 SG .
Trxecy La voie 2
| + H,0
Réduction d“ pont disulfure Reduction de la cystéine de I'acide sulfénique

Figure 18: Mécanismes catalytiques des MSRs a deux cystéines rédox-actives (A) et & une cystéine rédox-active
d’aprés Tarrago et al. (2009).

(A) Dans le cas des MSRA ou des 2-Cys MSRB possédant deux cystéines rédox-actives, un pont disulfure est
formé, qui est ensuite réduit par une TRX. Pour les MSRAs possédant une troisieme cystéine redox, un deuxiéme pont
disulfure est formé entre les deux cystéines, qui est ensuite réduit par un agent réducteur de type TRX.

(B) Dans le cas de MSRs possédant une seule cystéine redox, comme les 1-Cys MSRB, I'acide sulfénique est tres
probablement réduit directement par une TRX ou une GRX (voie 1) ou par du glutathion (voie 2). Ensuite le complexe
intermoléculaire comprenant une MSR est réduit par une autre TRX ou GRX ou par du glutathion réduit.

Certaines proteines MSR de type B, présentes dans la plupart des organismes, n'ont pas la
seconde cystéine et par conséquent sont réduites grace a un mécanisme différent (Vieira Dos Santos
et al., 2007; Tarrago et al., 2009) (Figure 18B).

Par rapport aux autres organismes (bactéries, levures et mammiferes) ou les MSRs ont été
caractérisées dans les années 80 et 90, l'identification moléculaire et la caractérisation des enzymes

MSR ont été réalisées plus tard chez les végétaux supérieurs. Ces travaux ont révélé la complexité
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des familles de genes MSR chez les plantes par rapport a tous les autres organismes (Rouhier et al.,
2006 ; Tarrago et al., 2009).

Les MSRs remplissent des fonctions essentielles pour la tolérance au stress et au cours du
vieillissement dans les bactéries, les levures, et les cellules de mammiféres. Chez la levure, la
suppression et la surexpression de génes MSRA résultent en respectivement une diminution et une

augmentation de la durée de vie (Koc et al., 2004).

La surexpression de I’isoforme MSRB2 mitochondriale humaine protége les cellules contre les
dommages lies a la leucémie lymphoblastique en augmentant la survie cellulaire face aux

consequences du stress oxydant (Cabreiro et al., 2008).

Chez les organismes photosynthétiques, les premiers travaux fournissant des preuves de
I'activité MSR ont été publiés dans les années quatre-vingt par Sanchez et al. (1983). Ces auteurs ont
constaté que l'activité MSR est principalement localisée dans les extraits chloroplastiques de diverses
plantes supérieures. Récemment, des travaux basés sur des approches génétiques ont révélé des
fonctions essentielles pour les MSRs chez diverses especes végétales comme des especes modeles
(Arabidopsis thaliana) ou cultivees (riz, tomate). Les MSRs ont ainsi été décrites comme jouant des
roles protecteurs dans les réponses a des contraintes environnementales telles que la salinité, les
basses températures et la forte lumiére (Rouhier et al., 2006 ; Guo et al., 2009 ; Laugier et al.,
2010 ;Dai et Wang 2012).

Cette capacité de protection des structures cellulaires pourrait étre liée a deux types de roles : les
MSRs pouraient réparer des protéines endommagées par le stress oxydant au niveau de leurs
méthionines et ainsi préserver leur fonction ; mais elles pourraient aussi remplir une fonction directe
d’antioxydant et de détoxication des ERO par I’intermédiaire de la MetO. En effet, il semblerait que
la sulfoxydation de la Met par les ERO dans certaines protéines cibles de MSR ne modifient pas leur
activité ou leur conformation. La réduction de la MetO dans ces protéines permettrait alors d’éliminer
des ERO par consommation de NADPH via les systétmes réducteurs des MSR de type Trx
(Moskovitz et al., 1997).
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Objectifs de la these

L’amélioration du rendement en conditions de déficit hydrique implique de mieux cerner les
mécanismes adaptatifs a cette contrainte afin de maitriser davantage les interactions génotype X
environnement dans les systémes de cultures. Selon le génotype, les mécanismes d’adaptation
impliqués peuvent entrainer une augmentation de la tolérance ou I’apparition d’une sensibilité plus

¢levée a la sécheresse (Maury et al., 1996).

Le lien entre le fait physiologique ou génétique et I’application de ce fait dans la sélection des
variétés est essentiel pour accélérer et rendre plus complémentaires les processus d’évaluation des

variétés dans les schémas de sélection utilisés.

Les mécanismes d’adaptation a la déshydratation cellulaire intégrent des processus moléculaires
et biochimiques relatifs aux systémes antioxydants comme cela a été décrit dans les données

bibliographiques.

Dans ce contexte, mon travail de thése de doctorat a pour objectifs de caractériser les
mécanismes de réponse au déficit hydrique dans des conditions contolées en chambre de culture
(Phytotron), ayant trait aux systémes antioxydants, chez deux variétés d’orge contrastées pour leur
valeur agronomique en condition de manque d’eau dans des conditions de culture naturelles en

Algérie.

Deux variétés ont été choisies, la premiére est une variété locale, Saida, qui toleére des conditions
de manque d’eau, ce qui se traduit d’un point de vue agronomique par une stabilité de son rendement,
la deuxiéme est une variété frangaise sensible au déficit hydrique et nommée Express. Nos travaux
ont consisté a déterminer les mécanismes antioxydants potentiellement impliqués dans la

tolérance ou la sensibilité de ces deux génotypes.

De plus, la mise en évidence de corrélations entre le niveau de tolérance au déficit hydrique et le
niveau d’accumulation ou d’activité de certaines molécules antioxydantes chez une variété par
rapport a une autre pourrait s’avérer intéressante pour définir des critéres de sélection de plantes
tolérantes vis-a-vis du manque d’eau et ainsi développer des outils de diagnostic précoces et

complémentaires des différentes méthodes classiquement utilisées.
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1. Matériel végétal, conditions de culture et traitements expérimentaux

1.1. Matériel végétal et conditions de culture

Deux génotypes d’orge, Hordeum vulgare L., ont été choisis sur la base de leur tolérance
différentielle au déficit hydrique. Des semences de la variété Express, une variété sensible a la
sécheresse (Arnau et al., 1997), ont été obtenues de la société SIS (Via Mirandola, San Lazzaro di
Savena, Italie). Les semences de Saida, une variété locale algérienne tolérant la sécheresse, ont été

obtenues de I’ITGC (Institut Technique des Grandes Cultures, EI- Harrach, Alger, Algérie).

Aprés semis d’une dizaine de semences d’un méme génoype dans des pots de 2 litres contenant
le méme poids de terreau, les plantes ont été cultivées dans des conditions contrdlées de température
(25/20°C, jour / nuit), de lumiére (350 photons mol m™ s, photopériode de 12 h) et d’humidité de
I'air (60%) dans un phytotron. Apres une semaine, sept jeunes plants de taille équivalente ont été
retenus pour chaque pot. Tous les pots ont été arrosés de facon similaire avec la fréquence suivante: 2
jours avec de I'eau du robinet et le 3¢éme jour avec une solution nutritive de type Coic-Lesaint (Coic
et Lesaint, 1971) (Tableau 1).

Tableau 1: Solution nutritive de Coic et Lesaint (1971) a pH 5,8.

SOLUTION A gsp 30 litres (0,3%)

Acide nitrique (d=1,41) HNO; 1895 ml
Di-ammonium hydrogénophosphate (NH4),HPO, 1200 g
Nitrate de potassium KNO3 2250 g
Oligo-¢éléments 1000 ml
SOLUTION D’OLIGO-ELEMENTS gsp 1 litre
Ammonium heptamolybdate (NH4)¢Mo,0,4, 4H,0 0,5¢g
Acide borique H;BO; I5¢g
Sulfate de manganese MnSO,, H,O 20g
Sulfate de zinc ZnS0O,, 7H,O 10g
Sulfate de cuivre Cu(S0y),, 5SH,0O 25¢g
SOLUTION B gsp 30 litres (0,3%)
Acide nitrique (d=1,41) HNO; 5 ml
Nitrate de calcium Ca(NOs), 1600 g
Nitrate de magnésium Mg(NOs;),, 6H,0 900 g
Nitrate de potassium KNO; 2300 g
Acide éthylénediaminetetraacétique Fe-Na FeNaEDTA 734 ¢g

La solution nutritive se compose d’un volume de solution A pour un volume de solution B.
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1.2. Traitements expérimentaux

Quinze jours apres le semis (stade 4 feuilles), trois traitements ont été appliqués: un groupe de
plantes a été cultivé sous arrosage optimal pendant 8 jours (contrble) et un second groupe a été
soumis a un déficit hydrique par arrét de I’arrosage pendant 8 jours. Par la suite, certaines plantes
stressées ont été réarrosées pendant 3 jours.

Les données sont exprimées sous la forme de moyennes + écart-type provenant de quatre
expériences indépendantes.

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agees de 15 jours (stade 4
feuilles) soumises a un arrét de 1’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées
pendant 3 jours.

Les données sont analysées en utilisant le test (t) *, ** et *** la valeur chez Express est
significativement différente de la valeur mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec

respectivement p <0,05, p <0,01 et p <0,001 (test t).

Le contenu relatif en eau, CRE, a été mesuré sur des échantillons foliaires de feuilles bien
développées. Les feuilles prélevées sont placées dans des tubes pour étre immédiatement pesées afin
de déterminer le poids frais (Pf) et ensuite immergées dans des boites contenant de 1’eau pendant 6
heures. La pesée des feuilles apres hydratation donne le poids saturé en eau (Pr). Ces feuilles sont
ensuite transférées dans une étuve a 80°C pour deshydratation compléte jusqu’a stabilisation du poids
pendant 24 h, pour déterminer le poids sec (Ps).

Les Pf, Pr et Ps sont exprimés en grammes. Le CRE en % est calculé a partir de la formule
suivante de Schonfeld et al. (1988):

(Pf-Ps)
CRE (%) =F | x100
(Pr-Ps)

2. Analyses biochimiques

Les échantillons prélevés sont généralement des fragments ou disques de feuilles bien

développées, ils sont immédiatement placés dans du papier aluminium et plongés dans de ’azote
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liquide a —196°C. Ils sont ensuite transférés dans un congélateur a —80°C pour étre stockés. L’eau

utilisée pour tous les protocoles est une eau milli-Q ultra-pure (Waters).

2.1. Dosage des chlorophylles, des caroténoides et de la vitamine E

Des disques de feuilles (diametre 0,6 cm) ont été congelés dans 1'azote liquide dans des tubes

Eppendorf de 1,5 mL et conservés a -80° C avant analyse.

Le jour de I’analyse, ils sont broyés avec un petit pilon dans 300 pL de méthanol froid. Apres
filtration a travers un filtre de 0,45 pm PTFE (Iso-Disc; SUPELCO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 75 pL de l'extrait sont immédiatement analysés par chromatographie liquide a haute pression

(HPLC), tel que décrit par Collin et al. (2008).

La séparation des différents pigments est réalisée en utilisant un gradient impliquant deux
solvants : I’ethylacétate comme tampon A et 900 ml d’acétonitrile avec 100 ml d’eau et 1 ml

triethylamine comme tampon B.

La colonne utilisée est une Nova-Pak C18 4 um ; 3,9 * 300 mm WATO011695 (Waters) en
utilisant méthode a gradient.
Les caroténoides (néoxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine, lutéine, zéaxanthine et -

carotene) et les chlorophylles a et b ont été détectés par absorption a 445 nm (Figure 19 ).

Le degré de dé-époxydation des composants du cycle des xanthophylles a été exprimé par le

rapport (Z+ A)/ (V + A+ Z), ou Z est la zéaxanthine, A 1’anthéraxanthine et V la violaxanthine.
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Figure 19: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, des chlorophylles et caroténoides extraits
de disques foliaires d’orge.
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A :Chlorophylle a, b-carotene: p-caroténe.
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L’a-tocophérol et le y-tocophérol ont été détectés en utilisant la méme procédure, mais par la

mesure de I’émission de fluorescence (Aex = 295 nm, Aey, = 340 nm) (Figure 20).

Fluorescence
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Minutes

Figure 20: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, des tocophérols extraits de disques foliaires
d’orge. v-t: y-tocophérol, a-t: a-tocophérol

2.2.Dosage du glutathion

Des disques de feuilles congelés ont été broyés en une fine poudre et extraits dans 600 pL d’acide
diéthyléne triamine-penta-acétique (DTPA) 6,3 mM contenant 40 uM d’N-acétyl-L-cystéine et
0,15% d'acide trifluoroacétique (TFA). Apres centrifugation (15.000 g, 10 min), le surnageant a été
filtré sur une membrane en nylon de 0,2 mm (Spin-X Costar, Cambridge, MA, USA).

125 pL du surnageant sont mélangés a 225 pLL de tampon A (composé de 6,3 mM de DTPA, 0,2
M 4 -(2-hydroxy-éthyl)-pipérazine-1-propane sulfonique, pH 8,2) ou de tampon B (tampon A + 0,5
mM de Tris (2-carboxy-éthyl) phosphine hydrochlorure (TCEP)).

Pour les mesures de la teneur en GSH réduit, les échantillons repris dans le tampon A ont
immédiatement ¢été alkylés avec un composé fluorescent, le monobromobimane (mBBr), dans
'acétonitrile a une concentration finale de 500 uM apres 20 minutes d'incubation dans 1'obscurité. La

réaction a ensuite ¢été arrétée en ajoutant 150 pL d’acide méthanesulfonique froida 1 M.

Pour les mesures de glutathion total (GSSG + GSH), les échantillons repris dans du tampon B

conteant le réducteur TCEP ont été alkylés pendant 45 min a température ambiante.
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20 uL de chaque échantillon ont ét¢ analysés par HPLC en phase inverse par injection sur une
colonne C18 4um (300*3.9 mm) (Waters), en utilisant une méthode de type gradient avec des

solvants A: 0,1% TFA et B: acétonitrile (1 mL min™).

Les produits dérivés du bimane ont été détectés par 1’émission de fluorescence due a ce composé
(Aex = 380 nm, Aey, = 470 nm). Le calibrage a été réalisé en utilisant du glutathion provenant de chez

Sigma (St. Louis, MO, USA) comme décrit par Collin et al., (2008) (Figure 21).

AL - 90

Figure 21: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, du glutathion extrait de disques foliaires
d’orge

La concentration de glutathion oxydé (GSSG) a été calculée comme étant la différence entre les

valeurs de glutathion total et de glutathion réduit (GSH).

2.3.Dosage de I'acide ascorbique

Le contenu en ascorbate ou acide ascorbique a été analysé par HPLC comme décrit par Havaux et
al, (2005). Deux disques de feuilles de 0.6 cm de diameétre ont été broyés dans 750 pL d’acide
métaphosphorique froid dilué a 4,5% dans de 1’eau. Les échantillons sont ensuite filtrés a travers une

membrane de nylon 0,2 um (Spin-X Costar).

Pour les mesures du contenu en ascorbate réduit présent dans 1’échantillon (acide ascorbique,
ASC), une quantité de 20 pLL d’extrait a ét¢ immédiatement injectée en HPLC pour analyse.
L’ascorbate est détecté par absorption UV a 245 nm en utilisant une méthode isocratique avec

une phase mobile : eau acidifiée a pH 2,5 avec de 1’acide sulfurique pur.
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La colonne en phase inverse utilisée est de type C18 WATERS Nova pak ; 60 A, 4 um, 3,9*300
mm. Elle est protégée en amont par une colonne de garde Bondapak C18 (Waters). Le temps de

rétention de 1’ascorbate est de 1 min avec un débit de 0,65 mL min™ (Figure 22).
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Figure 22: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, de I’acide ascorbique extrait de disques
foliaires d’orge.

La teneur en ascorbate total (ASC + déshydroascorbate (DHA)) a été mesurée par réduction de
l'acide déhydroascorbique dans 1’échantillon en acide ascorbique en ajoutant 10 mM de TCEP au
tampon d’extraction. Le mélange a été laissé a température ambiante et a 1'obscurité pendant 4 h a

25°C avant l'injection de 20 pL pour l'analyse HPLC.

La concentration en ascorbate oxydé (déshydroascorbate) a été calculée comme la différence

entre les valeurs de concentration pour 1’ascorbate total (ASC + DHA) et I’acide ascorbique (ASC).

2.4.Mesure de la peroxydation lipidique par HPLC

La peroxydation lipidique a été évaluée par dosage HPLC des alcools issus des hydroperoxydes
extraits des tissus foliaires apreés réduction par la triphénylphosphine et saponification des lipides

totaux a partir d’une quantité de feuilles équivalente a 0,5 g stockées a -80°C.

L'extraction des lipides a été réalisée selon Montillet et al. (2004) en deux étapes. La premiere
étape consiste en une réduction des hydroperoxydes en alcools pour stopper toute activité

métabolique et oxydation supplémentaire, Les échantillons frais (tissus foliaires) sont transférés dans
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des tubes de 50 ml et broyés dans de 1'azote liquide avec une tige de verre pendant 30 secondes. Ils
sont ensuite broyés a l’aide d’un Ultra-Turax pendant 30 secondes a vitesse moyenne jusqu’a
I’obtention d’un broyat homogéne dans 2,5 ml d’une solution de borohydrure de sodium (NaBH4) a
5% /NaOH a 0,2 M (p/v) contenant une référence interne, le 15-hydroxy-11,13(Z,E)-eicosadienoic
acid (15-HEDE) (100 nmol par gramme de mati¢re fraiche).

Apres homogénéisation au vortex, le broyat est conservé au congélateur a —20°C jusqu’a la
deuxiéme 1’étape qui consiste a I’extraction des lipides totaux et la libération des acides gras par
saponification. Les échantillons de la premiére étape conservés a —20°C, sont décongelés dans la
glace. Aprés addition de 3,5 ml d'acide citrique a 1 M au broyat, on ajoute 5 ml d’un mélange
chloroforme/méthanol 50/50 (v/v). Aprés centrifugation (700g, 5 mn), on obtient deux phases: une
phase organique (chloroforme) et une phase aqueuse. La phase organique est récupérée et la phase

aqueuse est extraite a nouveau avec 5 ml de chloroforme.

Les deux extraits organiques ainsi obtenus sont rassemblés et le solvant est ensuite éliminé par

évaporation a 80°C avec 1’évaporateur a aiguille (Leibisch Labortechnik) pendant 30 minutes.

L'extrait lipidique est alors dissout dans 2,5 ml d'éthanol, aprés addition de 2,5 ml de NaOH 3,5
N. Le mélange est ensuite soumis a une hydrolyse dans 1’évaporateur a aiguille a 80 © C pendant 10
min pour I’élimination de 1’éthanol. Le pH est ajusté a 4,5 avec 2,1 ml d'acide citrique 1M.Aprées
I’hydrolyse, 1,5 ml de solvant (mélange hexane-éther diéthylique, 50/50, v / v) est ajouté a chaque
échantillon. Aprés une centrifugation (700 g 5 min a 4°C), la phase supérieure jaune contenant les
hydroxyacides est prélevée, transférée dans des tubes sertis et conservée a -20°C en attendant le

dosage HPLC.

Une partie aliquote de 100 pL est soumise a une analyse par chromatographie en phase directe
HPLC (Waters Alliance 2690 et double détecteur d'absorbance 2487, Saint-Quentin-en-Yvelines,
France) en utilisant une colonne de silice hydrophile a phase polaire entiérement hydroxylée (Zorbax
RX-SIL 4,6 x 250 mm, 5-um la taille des particules, Hewlett Packard, Les Ulis, France). Les
hydroxyacides gras sont ¢élués en flux isocratique avec un mélange d’hexane, diéthyle éther et acide
acétique (70/29,31/0,69, v/v/v) et un débit de 1,5 ml min-1, La détection UV est effectuée a 234 nm,
longueur d’onde correspondant a I’absorption des diénes conjugués.

La peroxydation lipidique induite par les especes actives de I’oxygene (ERO) a été évaluée a

partir des niveaux des 4 hydroxyacides triéniques (HOTE) et des 4 hydroxyacides diéniques (HODE)
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avec comme références 1’acide 15-Hydroxy-11,13(Z,E)-EicosaDiEnoique d (15-HEDE) (Montillet et
al., 2004) (Figure 23).

La peroxydation lipidique enzymatique induite par les lipoxygénases (LOX) a été estimée a partir
du niveau en 13-HOTE aprés soustraction de la quantité de molécules racémiques de 13-HOTE issus

d’une peroxydation dépendant des ERO comme décrit dans Montillet et al. (2004).
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Figure 23: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, des différents hydroxy acides extraits de
disques foliaires d’’orge.

2.5.Imagerie de la peroxydation lipidique par autoluminescence

La peroxydation lipidique a été visualisée dans les feuilles par une méthode basée sur

I’autoluminescence et décrite par Havaux et al. (2006) et Birtic et al. (2011).

L’émission de photons par les feuilles due a la décomposition spontanée de peroxydes lipidiques
et de formes carbonyles a été enregistrée a température ambiante en utilisant des capteurs tres

sensibles couplés a une caméra (Versarray LN / CCD 1340-1300B, Roper Scientific).

Les capteurs sont refroidis avec de 1'azote liquide pour réduire le bruit thermique et permettre la
mesure du faible niveau de lumiere en intégrant le signal (Havaux et al., 2006). Avant 1’analyse des
feuilles pour la prise d’image, les plantes sont placées a I’obscurité¢ pendant 2 h. Le temps minimal

pour une prise d’image est de 1’ordre de 20 min.
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2.6. Mesure de la décomposition enzymatique du peroxyde d'hydrogéne (H202)

Deux disques de feuilles de 0,6 cm de diamétre ont été broyés dans de 1'azote liquide et la poudre
reprise dans 500 pL de tampon Tris-HCl 50 mM pH 8, additionné de 1 mM de fluorure de
phénylméthanesulfonyle (PMSF), un inhibiteur de protéases. Apres centrifugation (16000 g, 20 min,

4°C), le surnageant a été rapidement utilisé pour le dosage enzymatique.

La concentration en protéines a ét¢ déterminée en utilisant une méthode de dosage basée sur
l'acide bicinchoninique (BC Assay Reagent, Interchim) (cf. chapitre 3.2). L activité de décomposition
d’H,0, a été suivie par spectrophotométrie a 240 nm en suivant la méthode d’Aebi (1984) dans un
mélange réactionnel contenant 50 mM de tampon phosphate de potassium, pH 7.0, 20 mM H,O,

(Sigma-Aldrich) et 5 a 20 pL de surnageant de 1’extrait foliaire dans un volume final de 1 ml.

Les calculs de I’activité ont été réalisés selon Aebi (1984) en suivant la disparition du
peroxyde d’ hydrogéne, sur la base du coefficient d’ extinction de cette molécule
(E= 39,4 mM' cm). L'activité CAT a été estimée par la diminution de 1'absorbance de H,O, a 240

nm. Une unité de CAT a été définie comme la quantité d'enzyme pour la neutralisation de 1 nmol de

H,0, par minute.

2.7.Mesure de l'activité enzymatique de type SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD)

2.7.1. Dosage par spectrophotométrie

Des disques de feuilles congelés ont été broyés dans de l'azote liquide dans un tampon
d’extraction contenant 1 ml de 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 et 1 mM PMSF a 4°C.

Aprés agitation forte suivie d’une centrifugation (16000 g, 20 min, 4° C), le surnageant
contenant les protéines solubles est conservé sur de la glace et utilisé dans les heures suivant

I’extraction. La concentration en protéines a été¢ déterminée comme décrit plus loin (chapitre 3.2).

La méthode spectrophotométrique de mesure de 1’activité SOD est un test quantitatif utilisant le
couple xanthine/xanthine oxydase comme générateur d'ion superoxyde (O, ). L'ajout de cytochrome

¢ dans une solution de xanthine/xanthine oxydase entraine une réduction du site métallique (fer) du

cytochrome c par réaction avec le superoxyde formé.
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L'ajout dans la solution composée du cytochrome c¢ et du systéme xanthine/xanthine oxydase
d'un échantillon protéique contenant une activité superoxyde dismutase entraine la dismutation du
superoxyde et une diminution de la vitesse de réduction du cytochrome c. Une unité d'activité¢ SOD
est définie comme la quantité de SOD nécessaire pour inhiber 50% de la réduction du cytochrome ¢

(McCord and Fridovich, 1969).

Une premicre solution (A) est préparée (10 ml) contenant 1,5 ml du tampon phosphate de
potassium 50 mM a pH 7,8 avec de 'EDTA a 0,1 mM ainsi que 7,5 ml de xanthine a 1 mM et du
cytochrome ¢ a ImM (Sigma).

Une seconde solution (B) contient la xanthine oxydase solubilisée a partir d’une poudre

lyophilisée 0.4-1.0 unités/mg (Sigma) dans du tampon phosphate de potassium 50 mM a pH 7,8.

3 Ml de solution (B) sont ajoutés dans 1 mL (contenance des cuves de spectrophotomeétrie) de
solution (A) afin d'obtenir une pente comprise entre 0,015 et 0,025 U.min™® & 550 nm qui est la
longueur d'onde d’absorption pour le cytochrome ¢ réduit. La cinétique de réduction est suivie
pendant 4 minutes (McCord, 2001). Les mesures sont effectuées en utilisant un spectrophotometre
(Cary 50 UV Varian) thermorégulé a 25°C. L'activité superoxyde dismutase d’extraits protéiques de
feuilles a été mesurée avec des aliquotes de 3 uL. Ce volume a été utilisé pour avoir une
détermination optimale de cette activité, le pourcentage d'inhibition devant étre compris entre 40 et
60 %.

(Pente témoin — Pente échantillo n)
Pente témoin

% inhibition = { }xlOO

% inhibition

unités SOD = -
(100 — % inhibiton )

2.7.2. Révélation de l'activité SOD sur gel natif

Des morceaux de feuilles congelées ont été broyés dans de l'azote liquide dans un tampon
d’extraction contenant 1 ml de 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 et 1 mM PMSF a 4°C. Aprées agitation forte
suivie d’une centrifugation (16000 g, 20 min, 4° C), le surnageant contenant les protéines solubles a
été stocke sur de la glace et utilisé dans les heures suivant I’extraction. La concentration en protéines

a été déterminée comme décrit ci-dessous (chapitre 3.2).
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La révélation de l'activité SOD sur gel natif est un test colorimétrique qui permet de détecter la
présence de SOD active dans un extrait protéique. Cette méthode semi quantitative est bien décrite

dans la littérature (Beauchamp et Fridovich 1971).

La révélation de I'activité SOD s'effectue de la fagon suivante : l'excitation par la lumiére de la
riboflavine entraine un transfert d'¢lectrons d'un donneur d'électron (dans le cas présent, c’est le
Temed ou N, N, N', N'-tétra méthyl éthyléne diamine) vers 1'oxygene, qui est alors réduit en anion
superoxyde (Beauchamp and Fridovich, 1971). Cet anion réagit ensuite avec le NBT (Nitro Blue

Tetrazolium) le réduisant en bleu de Formazan.

Le gel se colore ainsi en bleu excepté aux endroits ou ont migré les différentes isoformes de
SOD provenant de 1'échantillon protéique. Ces enzymes ¢éliminent 1'ion superoxyde par dismutation et
laissent place a un gel incolore. Les différentes SOD (FeSOD, MnSOD et Cu/ZnSOD) migrent

différemment dans le gel selon leurs caractéristiques de taille et de conformation.

L'électrophorese non dénaturante (migration des protéines en fonction de leur taille ou de leur
poids moléculaire) dans une matrice de de polyacrylamide (gels sans SDS de 1,5 mm d'épaisseur) est
réalisée avec un gel de séparation a 13% en acrylamide surmonté d’un gel de concentration a 5%

(Tableaux 4 et 5 avec les volumes de SDS remplacés par de 1’eau milli-Q ultra-pure).

Les quantités chargées sur le gel varient entre 60 et 120 pg de protéines selon la teneur des
échantillons. La migration est ensuite réalisée a 4°C sous un voltage de 80V dans un tampon de

migration de type Tris-glycine (Invitrogene).

Aprés migration des échantillons, le gel natif est incubé pendant 20 minutes sous agitation dans
un premier bain contenant 50 mL d'eau distillée et 2,45 mM de NBT. Ensuite, le gel est placé dans un
second bain composé de tampon phosphate de potassium a pH 7,8 contenant 28 uM de riboflavine et

28 mM de TEMED pendant 20 minutes sous agitation.

Afin de vérifier la spécificité des signaux révélés, 1’addition aux bains de 2 MM de KCN permet
d’inhiber spécifiquement les Cu/ZnSOD, alors que 1’addition d’H,0, & 2 mM inhibe les FeSOD et les
Cu/ZnSOD.
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Le gel est ensuite exposé sous une lampe (150 Watts) pendant 15 minutes. Le principe est de se
servir de 1'énergie lumineuse pour générer de I’anion O, et dutiliser le Nitro Blue Tétrazolium

(NBT) pour deétecter ce radical. L'activité superoxyde dismutase inhibe la formation de Bleu
Formazan. L'activité SOD se manifeste par des zones achromatiques sur le gel uniformément bleu et

peut étre quantifiée en utilisant un logiciel associé au systéme de visualisation G:BOX (Syngene).

2.8.Dosage de I'activité méthionine sulfoxyde réductase

L’activité des protéines méthionine sulfoxyde (MetO) réductases, MSR, des feuilles d'orge a été
déterminée en mesurant la réduction du substrat synthétique, le dabsyl-MetO qui mime la méthionine
liée oxydée dans les protéines, en présence de DTE, un donneur d'électrons pour les MSR par la
méthode de Vieira Dos Santos et al. (2005).

Des échantillons de feuilles ont été broyés dans de l'azote liquide et la poudre remise en
suspension dans un mélange réactionnel contenant un tampon HEPES & 15 mM, pH 8.0, 10 mM
MgCl,, 30 mM KCI 20 mM DTE, 0.25 mM dabsyl-MetO. La réaction est ensuite déclenchée par

addition d’un extrait foliaire contenant 300 pg de protéines (Laugier et al., 2010).

La réaction se déroule a 37 °C dans un thermomixeur sous agitation modérée pendant 3 h, puis
elle est arrétée par addition de 900 pl d’un mélange contenant du tampon acétate 8 29 mM , pH 4.16
et de I'éthanol (50/50, v/v).

Apres centrifugation (12000 g, 30 min, 4C), 160 ul du surnageant ont été analysés pour séparer
le dabsyl-Met et le dabsyl-MetO par chromatographie liquide a haute pression (HPLC) avec une
colonne de type SunFireTM en phase inverse C18 (Waters, Milford, MA) et en utilisant un gradient
compose du tampon acétate 29 mM, pH 4,16 et d’'acétonitrile comme éluant. Le dabsyl-MetO étant
plus hydrophile que le dabsyl-Met, il s’élue plus tot lors de 1’augmentation de la proportion en

acétonitrile.

Le débit est de 1 ml min™ & température ambiante avec une longueur d'onde du détecteur
(barrette de diodes, Waters 996) fixée a 466 nm pour la lecture de I’absorbance liée au groupement
dabsyl (Laugier et al., 2010).
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3. Analyse et détection des protéines

3.1. Extraction des protéines

3.1.1. Extraction des protéines solubles foliaires

Apres broyage des échantillons foliaires préalablement stockés a —80°C dans de I'azote liquide,
la poudre est reprise dans le tampon d’extraction contenant 50 mM Tris-HCI pH 8.0 ,ImM PMSF, 50
mM d’un antioxydant, le B-mercaptoéthanol (Sigma). L’extrait est ensuite soumis a une agitation

forte au froid pendant 20 min et centrifugé (30000 g, 20 min, 4°C).

Les protéines solubles foliaires sont précipitées a -20°C en ajoutant 2 volumes d'acétone pour 1

volume de surnageant et conservées a -20°C, apres homogénéisation du mélange.

3.1.2. Extraction des protéines chloroplastiques solubles

Les chloroplastes sont purifiés sur un gradient de Percoll selon une méthode modifiée de Mills et
Joy (1980). Toutes les étapes de I'extraction sont réalisées a 4°C. Les limbes foliaires (12 a 15 g de
matiére fraiche) sont découpés en morceaux et broyés (Polytron homogenizer, Poly-Labo) deux fois

pendant 6 sec dans 150 ml de milieu A (Tableau 2).

Le mélange est filtré sur une mousseline de 250 um de porosité, puis sur une mousseline de 60
um. Aprés centrifugation (3000 g, 4°C, 5 min), les chloroplastes sont délicatement remis en
suspension dans 5 ml de milieu A et déposés sur un gradient discontinu de Percoll composé d'une
couche supérieure de 20 ml a 40 % (v/v) et d'une couche inférieure de 10 ml a 90 % (v/v) dans du
milieu A. Lors d’une centrifugation dans un rotor a godets oscillants (5000 g, 4°C, 10 min), les
chloroplastes intacts migrent a l'interphase des deux coussins de Percoll. Les mitochondries et les
débris chloroplastiques ne pénetrent pas dans la phase a 40 % de Percoll, et I'amidon se retrouve dans

le culot au fond du tube.

Les chloroplastes intacts sont délicatement recupéres par aspiration et lavés dans 20 ml de
milieu A. En vue de I’extraction de protéines, aprés centrifugation (3000 g, 4°C, 5 min), le culot est
repris dans un tampon de stockage (Tableau 3) et conservé a -80°C. La transition
congélation/décongélation et la faible osmolarité du tampon de stockage permettent la lyse des

chloroplastes.
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Tableau 2: Composition du milieu A

Tricine-NaOH pH 7,8 50 mM
Sorbitol 0,33 M
EDTA 2 mM
MgCl, 1mM
Acide Ascorbique 2mM
DTT (extemporanément) 5 mM

Tableau 3: Composition du tampon de stockage hypotonique des chloroplastes.

Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 2 mM
NaCl 15 mM
Inhibiteur de protéases :

- ACA 5 mM
- BAM 2 mM
- PMSF (extemporanément) 1 mM

Un volume de 200 pL de suspension chloroplastique lysée est incubé avec un volume de 800 pL
de tampon (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, ACA 5 mM, BAM 2 mM, PMSF 1 mM) soumis a une
agitation forte a 4°C pendant 1 h. Les protéines solubles du stroma sont récupérées dans le surnageant
apres centrifugation (10000 g, 4°C, 10 min), puis précipitées par addition d’un volume d'acétone et

conservées a -20°C.

3.2.Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé selon une méthode basée sur I’acide bicinchoninique, BCA,
(Kit BCAssay, référence UP40840A, Interchim). Ce dosage permet de déterminer la quantité de
protéines contenues dans un échantillon de 200ul de mélange surnageant/acétone.

Aprés précipitation de la fraction protéique par centrifugation (140009, 4°C, 10 minutes), le
culot est repris dans 50ul d’une solution de SDS 0.2%. Le réactif BCA est préparé en mélangeant 50
volumes de la solution ‘A’ incolore contenant le BCA (réeférence UP95424A) et 1 volume de la
solution ‘B’ bleu contenant du sulfate de cuivre (référence UP95425). Le mélange prend une
coloration bleu-vert pale et on ajoute 1ml du réactif dans chaque échantillon. Un blanc est préparé

avec 50ul de SDS 0.2% sans fraction protéique. Apres incubation des échantillons dans une étuve a
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37°C pendant 30 minutes, on remarque 1’apparition d’une coloration violette qui correspond a la
formation du complexe coloré BCA-cuivre-protéines. L'absorbance des complexes colorés est lue par
spectrophotométrie (Cary 50, Varian) a 562 nm.

La concentration protéique des échantillons est déterminée a partir d'une gamme étalon
d’albumine de sérum bovin (référence UP36859A) mémorisée dans [I’ordinateur du
spectrophotometre. Chaque mesure est effectuée contre le blanc du dosage. Les résultats sont
exprimés en pg par mL de réactif dans la cuve. La valeur obtenue correspond a la quantité de

protéines contenue dans le culot.

3.3.Electrophorése SDS-PAGE en conditions dénaturantes

L'électrophorese SDS-PAGE est une technique de séparation des protéines principalement selon
leur masse dans un gel de polyacrylamide en présence de SDS (Laemmli, 1970).

Le SDS, détergent anionique fort, se fixe de facon uniforme sur les protéines par interaction
hydrophobe, les charge négativement et les dénature. Les protéines dénaturées possédent la méme

densité de charges négatives et migrent donc en fonction de leur masse moléculaire.

A partir des extraits précipités a I’acétone, on préléve les volumes correspondant a 150 pg de
protéines sur la base du dosage des protéines. Les échantillons sont centrifugés (14000g, 10 minutes,
4°C). Le culot est repris et solubilisé dans 150uL de tampon de charge (Tris-HCl 10 mM pH 6.8,
DTT 0.4M, SDS 8%, glycérol 40%, bleu de bromophénol 0.08%), a 1pg.pL™.

Les échantillons sont dénaturés & 95°C pendant 5 minutes pour les protéines solubles. Les tubes
sont centrifugés quelques secondes pour culotter les protéines non solubilisées et éliminer la

condensation.

Les protéines sont déposées (de 5 a 30 pl volume) sur un gel de concentration a 5 %
d'acrylamide (m/v) (Tableau 4), le reste des échantillons est stocké a —20°C. Apres 15 a 20 minutes a
90 V, les protéines pénétrent dans un gel de séparation a 13 % d'acrylamide (m/v) (Tableau 5) ou la
migration dure 1 h 30 minutes environ a 150 V jusqu’a la sortie du gel du front de migration.
L’¢lectrophoreése se déroule dans un tampon de migration dénaturant (Tris-HCl 25 mM, pH 8,3,

glycine 192 mM, SDS 0,1%), en employant le systeme "Modular Mini-PROTEAN II" (Bio-Rad).
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Des marqueurs de taille (All Blue, Bio-Rad) sont utilisés pour chaque gel et déposés dans un

puits de maniére a déterminer les masses apparentes des protéines séparées.

Tableau 4: Composition du gel de concentration a 5% d’acrylamide (m/v) (pour 4 gels d’épaisseur 1 mm).

Acrylamide (Sigma) 40 % (m/v| 1,25 ml
Tris-HCI pH 6,8 (1,5 M) 2,5 ml

SDS 10 % (m/v) 100 pl
Eau milli-Q ultra-pure 6 ml
Temed 10 pl

APS 10 % (m/v) 100 pl

Tableau 5: Composition du gel de séparation a 13% d’acrylamide (m/v) (pour 4 gels d’épaisseur de 1 mm).

Acrylamide (Sigma) 40 % (m/v| 6.5 ml
Tris-HCI pH 8,8 (1,5 M) Sml

SDS 10 % (m/v) 200uL

milli-Q ultra-pure 8.1 ml
Temed 8 ul

APS 10 % (m/v) 200ul

3.4.Immunodétection sur membrane (ouWestern blot)

3.4.1. Electrotransfert

Apres électrophorese en conditions dénaturantes, les protéines sont transférées en semi-sec sur
une membrane de nitrocellulose de porosité 0,45 um (Pall Gellman Science) avec un appareil de
transfert (Trans-blot SD, BIO-RAD) constitué d’une électrode en inox (cathode) et d’une électrode
en platine (anode). Le gel est déposé sur la membrane de nitrocellulose, I’ensemble étant pris en
"sandwich" entre du papier épais absorbant (Extra Thick Blot Paper, BIO-RAD) imprégné de tampon
de migration SDS-PAGE contenant 10% d’éthanol (Towbin et al., 1979).
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Le transfert s'effectue pendant 30 minutes sous voltage constant de 10 Volts. L'efficacité du
transfert est vérifiée par coloration réversible des protéines dans une solution a 2% (m/v) de rouge

Ponceau-S (Sigma) contenant 5% (v/v) d’acide acétique.

3.4.2. Immunodétection sur membrane (ou Western blot)

3.4.2.1. Révélation chromogénique avec le systéme phosphatase alcaline

Les membranes de nitrocellulose sont placées pendant au moins 30 minutes a température
ambiante sous agitation douce dans 20 mL de tampon TBS-T (Tris-HC1 100 mM, pH 8,0, NaCl 159
mM, Tween 20 a 0,02%) additionné de lait écrémé en poudre a 5 % (m/v) afin de bloquer les sites

non spécifiques de reconnaissance par les anticorps (étape de passivation).

Les membranes sont ensuite incubées pendant 2 h a température ambiante ou une nuit a 4°C dans
10 ml par membrane de TBST contenant 1’anticorps primaire. Les révélations avec les sérums dirigés
contre MSRBI1 d’Arabidopsis et MSRA4 de peuplier (Vieira Dos Santos et al., 2005) ont été

effectuées en utilisant des anticorps primaires dilués 500 fois .

Apres 3 lavages de 10 minutes dans le tampon TBST, une incubation d’une heure est réalisée a
température ambiante dans 10 ml de TBST par membrane contenant 1'anticorps secondaire, produit
chez la chévre (Sigma, A3687) dirigé contre les immunoglobulines G de lapin et couplé a la

phosphatase alcaline, dilué¢ au 1/10000&me.

Aprés 3 lavages dans le tampon TBST, la révélation de l'activité phosphatase alcaline est
effectuée par addition de 66 pL du substrat BCIP (2,5% dans du N,N-diméthylformamide) et de 66 pl
de NBT (5% dans du N,N-diméthylformamide a 70%), dans 10 ml par membrane de tampon de
révélation (Tris-HCl 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM). L’énergie libérée par la
déphosphorylation du NBT entraine la précipitation du NBT sous forme de formazan, composé de
couleur brun-violet et permet de visualiser la protéine recherchée. La réaction est arrétée par rincage

des membranes dans de I'eau distillée.

3.4.2.2. Révélation basée sur la fluorescence (systéme Licor)

La premicre étape de passivation se déroule comme précédemment dans du tampon TBS-T

additionné de lait écrémé. La membrane est ensuite incubée dans 10 ml de TBS-T 1 X contenant des
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anticorps primaires dirigés contre la 2-Cys peroxirédoxine (Prx) d’Arabidopsis (Broin et al., 2002), la
forme suroxydée de cette Prx (Rey et al., 2007), la PrxQ de peuplier (Rouhier et al., 2004) ou la
catalase (Agrisera, Vinnis, Sueéde), respectivement diluées au 1:10000 éme, 1:2500 éme, 1:2000 éme

et 1:1000 eme.

Trois lavages de 10 min au TBS-T 1X sont réalisés, puis la membrane est incubée pendant 30
min a ’obscurité avec I’anticorps secondaire dilué¢ au 1/10000éme dans du TBST 1X. Cet anticorps
anti-IGG de lapin a été produit chez la chévre et est couplé a un marqueur fluorescent, absorbant a

680nm “Alexa Fluor® 680 IgG (Invitrogen).

Apres trois lavages au TBS-T 1X pendant 10 min a I’obscurité, la membrane subit un dernier
lavage au TBS (TBST sans Tween-20) pendant 1 heure a une nuit afin d’éliminer le Tween qui
inhibe 1’émission de fluorescence du marqueur. La membrane est ensuite scannée avec le systéme
« Odyssey » de chez LICOR de fagon a détecter les complexes antigénes-anticorps fluorescents. La

quantification de I’intensité des bandes est ensuite effectuée avec un logiciel associé a ce systéme.
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Résultats et Discussion

1. Résultats

D’un point de vue agronomique, on peut définir la tolérance a la sécheresse d’une variété
cultivée comme la capacité a maintenir une productivité élevée malgré une baisse de la disponibilité

en eau au niveau du sol.

Des essais de rendement au champ ont permis d’apprécier que les deux variétés d’orge choisies
pour ce travail présentent une sensibilité différentielle vis-a-vis du déficit hydrique. La variété
francaise Express (6 rangs) est tres productive en conditions optimales, mais se caractérise par une
grande sensibilité a la sécheresse. La variété locale algérienne Saida présente une stabilité de
rendement méme lors de périodes de déficits hydriques intenses (Bouzerzour et Monneveux, 1993;
Arnau et al., 1997). Nous avons donc tout d’abord testé le comportement de ces deux variétés lors

d’un déficit hydrique appliqué dans des conditions de culture entierement controlées.

1.1. Effets physiologiques du déficit hydrique sur les plantes de deux variétés
d'orge Sdida et Express

En premier lieu, nous avons étudié les effets du déficit hydrique sur les deux génotypes d'orge
cultivés dans des conditions contr6lées en effectuant des observations visuelles et des mesures sur le
contenu relatif en eau (CRE) sur les feuilles afin de vérifier que les caractéristiques connues des deux
variétés se retrouvent dans des essais effectués en pot contenant une méme quantité de terreau et en

phytotron (1.1.Matériel végétal et conditions de culture).

Apreés le semis des graines et aprés 15 jours de croissance, un lot de plantes au stade 4 feuilles
bien développées a été soumis a un déficit hydrique progressif par arrét de 1’arrosage pendant 8 jours.
Une partie de ces plantes stressees a été ensuite réarrosée pendant 3 jours. Quatre experiences

indépendantes dans le temps ont été réalisées.
Dans des conditions optimales d'arrosage, les plantes des deux variétés Express et Saida

affichent un développement et une croissance tres comparables (Figure 24A) avec un CRE foliaire
similaire de 1’ordre de 98% (Tableau 6).
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A la fin de la période de 8 jours sans arrosage, la plupart des feuilles, a I'exception des plus
jeunes, sont séverement flétries, en particulier pour la variété Express. Les plantes de ce génotype
présentent un plus grand nombre de feuilles endommagées par rapport a celles de la variété Saida
(Figure 24B).

Nous avons mesuré le contenu relatif en eau des feuilles (CRE) et avons noté une baisse de ce
contenu du fait du déficit hydrique, Dans les conditions de manque d’eau appliquées en phytotron, on
observe une diminution du CRE foliaire beaucoup plus marquée chez la variété Express par
comparaison a Saida. En effet, aprés 8 jours sans arrosage, les valeurs de CRE sont de respectivement
32% et 43% pour Express et Saida (Tableau 6). Ces résultats sont en total accord avec les
observations visuelles de 1’état général des plantes et montrent une meilleure tolérance de la variété

Saida par rapport a Express dans des conditions similaires de manque d’eau.

Apres un réarrosage, la plupart des feuilles jeunes des deux cultivars retrouvent une turgescence
complete au bout de 3 jours. Ces plantes affichent alors des valeurs de CRE foliaires trés proches de

celles mesurées dans les plantes témoins, respectivement 96 et 97% pour Express et Saida.

Mais une différence phénotypique persiste entre les deux variétes aprés rearrosage. Elle se situe
au niveau du nombre des feuilles entiérement ou partiellement nécrosées qui sont présentes en
nombre significativement plus élevé chez la variété Express avec une moyenne de 2.8 contre 1.9 pour
Saida (Tableau7; Figure 24C et D).

L’ensemble de ces résultats montre clairement plus de dommages chez la variété Express, que
chez Saida, lorsque ces deux génotypes sont soumis a des conditions similaires de déficit hydrique.
Ces données sur la variété Express sont en accord avec celles rapportées par Arnau et al., (1997) en
ce qui concerne sa sensibilité a des conditions de sécheresse. Ces expériences montrent donc que le
comportement des 2 variétés d’orge face a un déficit hydrique appliqué en conditions contrdlées est

proche de celui décrit dans des essais au champ.
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Tableau 6: Contenu relatif en eau des tissus foliaires des génotypes d'orge Saida et Express soumis a un déficit

hydrique et un réarrosage.

Genotype Contenu relatif en eau des feuilles
Témoin Déficit hydrique Réarrosage
Saida 98 £1% 43+5% 97+2%
Express 9B+1% 32+x5%* 9% +3%

Les données sont exprimées sous la forme de moyennes + écart-type provenant de quatre expériences indépendantes.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des morceaux de feuilles jeunes bien développées (au moins 10 morceaux
d’au moins 7 plantes par condition, par génotype et par expérience).
Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressees réarrosees pendant 3 jours. *, différence significative par
rapport a la valeur mesurée pour Saida dans le méme traitement avec p < 0,05 (t-test).

Tableau 7: Nombre de feuilles présentant au moins 50% de la surface seche ou nécrosée dans des plantes d'orge
des variétés Saida et Express soumises a un déficit hydrique pendant 8 jours, puis réarrosées pendant 9 jours.

Genotype Nombre de feuilles endommagées
Saida 19 £0.2
Express 2.8 +0.5***

Les observations ont été effectuées sur des plantes dgées de 32 jours, soumises a un déficit hydrique pendant 8 jours ; 15
jours apres le semis et réarrosées pendant 9 jours (32 plantes par génotype). ***, différence significative par rapport a la
valeur mesurée pour Saida dans le méme traitement avec p < 0,001 (t-test).
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Figure 24: Phénotype des plantes de deux variétés d'orge, Express et Saida, soumises a un déficit hydrique et apres
réarrosage.

(A) Témoin: plantes bien arrosées pendant 23 jours.

(B) Déficit hydrique: 15 jours aprés semis (stade 4 feuilles), les plantes sont soumises a un arrét de ’arrosage durant 8
jours.

(C) Réarrosage: les plantes stressées sont de nouveau arrosées pendant 3 jours.

(D) Pointes des feuilles des plantes stressées et réarrosées.

Quatre expériences indépendantes ont été réalisées et ont conduit a des résultats similaires.

(— feuille endommagée ou nécrosée)
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1.2. Contenus en chlorophylles, caroténoides et tfocophérols

1.2.1. Composition en chlorophylles

Les quantités de pigments photosynthétiques (chlorophylles et caroténoides) ont été déterminées

par une méthode HPLC.

Chez les plantes témoins des deux variétés d’orge, les teneurs en chlorophylles sont assez
proches et statistiquement comparables. En effet, les feuilles jeunes bien développées des variétés
Saida et Express affichent des teneurs en chlorophylles a et b de I'ordre de respectivement 8,3 et 2,7

mg.g poids sec™. Le ratio Chla/Chlb est le méme pour les deux génotypes et est proche de 3.

En condition de manque d’eau, on remarque une diminution de la quantité en chlorophylle a
avec une teneur de 'ordre de 6.2 mg.g poids sec™ chez les deux variétés. En ce qui concerne la
chlorophylle b, une diminution substantielle a été observée chez les plantes stressées de la variété
Saida (1,9 mg.g poids sec™) tandis que la variété Express affiche une teneur relativement moins
affectée (2,4 mg.g poids sec™®) en condition de déficit hydrique. Le rapport Chla/Chlb chez la variété
Express est alors de I’ordre de 2,6 et est inférieur a celui mesuré chez Saida, 3,2 Cette différence,
statistiguement significative avec une probabilité p <0,01, provient de la teneur en chlorophylle b

nettement plus basse chez Saida (Figure 25 ; Tableau 8).

Chez les plantes réarrosées, des teneurs en chlorophylles encore plus réduites ont été mesurées
par rapport aux plantes témoins, avec des niveaux trés comparables chez les deux variétés. Pour la
Chla, cette teneur est de I’ordre de 5,1 mg.g poids sec™®, pour la Chlb, elle est proche de 1,7 m.g
poids sec™. Pour le ratio Chla/Chlb, le rapport est identique pour les deux variétés et revient & une
valeur de 3 (Figure 25 ; Tableau 8).
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A Chlorophylle a B Chlorophylle b
10000 3500
3000 -
8000 - .
’-‘8 § 2500 -
v 6000 - ; ] J
3 H Saida 2 2000 H Saida
2 S
= 4000 - W Express o 1500 1 m Express
o = 1000 -
2000 - 500 4
0 - o -
A Q N A Q <
C Chlorophylle (a+b) D Chlorophylle a/b
14000 4
3,5 -
12000 - >
3 - *%
< 10000 -
§ 2,5 - M Saida
8000 - ;
é H Saida 2 B Express
e 6000 -
o M Express 1,5 -
¥ 4000 - 1
2000 - 0,5 -
0 - 0 -
A Q < A Q S

Figure 25 : Teneurs en chlorophylles chez les génotypes d’orge, Saida et Express, dans différentes conditions de
régime hydrique

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamétre 0,6 cm) de feuilles jeunes bien développées avec trois
essais indépendants au minimum par génotype et par traitement. Les dosages ont été effectués en utilisant une méthode
HPLC. Les données sont des valeurs moyennes + écarts-types provenant de trois a quatre mesures indépendantes. . **, la

valeur mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec
p <0,01.

1.2.2. Composition en caroténoides

Les caroténoides sont impliqués dans la capture de I’énergie lumineuse et dans des mécanismes
antioxydants. Ainsi, certains d’entre eux participent au cycle des xanthophylles, qui constitue une
composante essentielle du réseau antioxydant chez les plantes (Havaux et Niyogi, 1999). Au cours du
cycle des xanthophylles, la violaxanthine est convertie en zéaxanthine par l'intermédiaire de
I’anthéraxanthine. L’anthéraxanthine et la zéaxanthine possédent des fonctions protectrices
permettant 1’évacuation d’un exceés d’énergie lumineuse sous forme de chaleur (Jahns et Holzwarth,
2012).

Chez les plantes des deux variétés en conditions de déficit hydrique ou de réarrosage, on ne

remarque pas des changements notables pour le contenu en violaxanthine par rapport aux conditions
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témoins. La teneur en violaxanthine apparait toutefois inférieure chez Express par rapport a Saida
dans les trois conditions de régime hydrique testées. Ainsi, dans des conditions d’arrosage optimal,
les plantes des deux variétés Saida et Express affichent un contenu en violaxanthine de l'ordre de
respectivement 260 et 170 upg.g poids sec”, la différence entre les deux génotypes étant

statistiquement significative (Figure 26 A).

En ce qui concerne 1’anthéraxanthine, les plantes des deux génotypes présentent une teneur trées

faible et similaire dans des conditions témoins puisque ce pigment n’est pas détecté.

En condition de déficit hydrique, la quantité en anthéraxanthine augmente fortement chez les
deux variétés, mais de fagon beaucoup plus marquée et significative chez le génotype Express, ou la
teneur est deux fois plus élevée (106 pg.g poids sec™) que chez Saida (58 pg.g poids sec™) (Figure 26
C). Dans les plantes réarrosées, ces quantités diminuent trés significativement dans les deux variétes,
avec toujours une différence entre les génotypes, le génotype Express présentant une quantité
supérieure par rapport & Saida (respectivement 18 pg.g poids sec™ et 9,9 pg.g poids sec™).

Comme observé pour I’anthéraxanthine en condition de manque d’eau, le contenu en
zéaxanthine est nettement plus élevé chez la variété Express par comparaison avec la variété Saida
(169 contre 52 pg.g poids sec ). 1l est & noter que ce pigment n’est pas détecté chez les plantes bien

arrosées ou apres réarrosage (Figure 26 B).
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Figure 26: Teneurs en violaxanthine, anthéraxanthine et zéaxanthine chez les génotypes d’orge, Saida et Express,
dans différentes conditions de régime hydrique

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes gées de de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Z : zéaxanthine ; A : anthéraxanthine ; V : violaxanthine.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamétre 0,6 cm) de feuilles jeunes bien développées avec trois

essais indépendants au minimum par génotype et par traitement. Les dosages ont été effectués en utilisant une méthode
HPLC.

Les données sont des valeurs moyennes * écarts-types provenant de quatre mesures indépendantes. ** et ***, la valeur

mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec
respectivement, p <0,01 et p <0,001

En conséquence, la proportion de xanthophylles photoprotecteurs (anthéraxanthine +
zéaxanthine) / (anthéraxanthine + zéaxanthine + violaxanthine) est deux fois plus élevée chez la
variété Express par rapport a Saida lors d’un déficit hydrique, alors que les deux cultivars affichent

des ratios beaucoup plus faibles et plus proches en condition d’arrosage optimal ou aprés réarrosage
(Figure 26D).

Ensuite, nous avons analysé le contenu en lutéine, un caroténoide de type xanthophylle trés

abondant dans les membranes thylacoidienne végétales. Ce caroténoide possede également des
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fonctions protectrices en conditions environnementales générant un stress photooxydant (Havaux et
al., 2005). Chez les feuilles des variétés Saida et Express, nous avons mesuré des teneurs en lutéine

similaires de ’ordre de 650 pg.g poids sec™ dans des plantes témoins (Figure 27A).

Le déficit en eau entraine une augmentation notable de la quantité de lutéine de 1’ordre de 30%
(852 pg.g poids sec™) chez la variété Saida et de 50% chez la variété Express (956 pg.g poids sec™).
Apres réarrosage, les deux cultivars affichent une diminution de la teneur en lutéine similaire (a

environ 460 pg.g poids sec ). Cette teneur apparait nettement inférieure & celle mesurée dans les
plantes témoins.

Nous avons également déterminé la teneur en -caroténe et observé une plus grande quantité de
ce pigment en condition de déficit hydrique chez les deux variétés, avec un niveau plus élevé chez la
variété Express (576 pg.g poids sec ™) par rapport & Saida (438 pg.g poids sec ) (Figure 27B). Aprés
réarrosage, une quantité du p-caroténe similaire a été mesurée dans les deux génotypes d'orge. Cette

quantité est inférieure a celle relevée en condition témoin dans les deux génotypes
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Figure 27: Teneurs en lutéine et en B-caroténe chez les génotypes d’orge, Saida et Express, dans différentes
conditions de régime hydrique

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises & un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamétre 0,6 cm) de feuilles jeunes bien développées provenant de
trois essais indépendants au minimum par génotype et par traitement. Les dosages ont été effectués en utilisant une
méthode HPLC.

1.2.3. Composition en tocophérols

L’a-tocophérol est un autre type d'antioxydant liposoluble, c’est la forme la plus abondante de la

vitamine E et il est synthétisé exclusivement par les organismes photosynthétiques. Il est localisé
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dans les membranes thylacoidiennes ou il joue un role essentiel dans les mécanismes de protection
contre les dommages oxydants (Havaux et al., 2005). Nous avons mesuré la teneur de ce composé

ainsi que celle d'une forme mineure, le y-tocophérol, chez les deux variétés d’orge.

Les deux variétés Saida et Express montrent une quantité similaire de tocophérols dans des
conditions d’arrosage optimal avec des valeurs de respectivement 350 et 8 ug.g poids sec ™ pour les

formes a et y chez les plantes témoins (Figures 28).

Pendant le déficit hydrique, une tres forte augmentation est observée concernant le contenu en
y-tocophérol par rapport aux plantes témoins. Cette augmentation est d’environ respectivement

1300% chez le génotype Saida et de 1450 % chez Express.

En condition de réarrosage, on enregistre une diminution trés importante chez les deux variétés
du contenu en y-tocophérol (Figure 28B), mais la quantité de ce composeé est toujours beaucoup plus
élevée que celle mesurée en condition témoin pour les deux génotypes, elle passe de 124 a 21.7 pg.g
poids sec ! (-82%) pour le génotype Saida et de 119 & 34.6 pg.g poids sec ™* (-70%) pour le génotype

Express.

Aucune différence n’a donc été observée entre les deux génotypes durant les trois conditions de

I’expérimentation pour ce type de tocophérol (Figure 28B).

La teneur en a-tocophérol augmente de maniére moins prononcée de 350 a 527 et 759 ug.g poids
sec ™ dans des feuilles de respectivement Saida et Express, soit d’environ 50 et 120%. Ces valeurs
révelent une différence statistiquement significative entre les deux génotypes (Figure 28A ; Tableau
8).

Apreés réarrosage, le contenu en o-tocopherol diminue, mais reste toujours a un niveau plus
élevé par rapport aux plantes témoins, en particulier chez Express avec une quantité de 550 pg.g
poids sec ! chez les plantes réhydratées contre 366 pg.g poids sec * chez les plantes témoins.Ces
données révelent clairement une plus grande accumulation d’a—tocophérol dans la variété d'orge

Express exposée a un déficit hydrique par comparaison a Saida.
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Figure 28: Teneurs en o—tocophérol et y-tocophérol chez les génotypes d’orge, Saida et Express, dans différentes
conditions de régime hydrique.

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées rearrosees pendant 3 jours. Les mesures ont été
effectuées en utilisant des disques (diamétre 0,6 cm) de feuilles jeunes bien développées avec trois essais indépendants
au minimum par génotype. Les dosages ont été effectués en utilisant une méthode HPLC.

Les données sont des valeurs moyennes * écarts-types provenant de trois a quatre mesures indépendantes. *, la valeur

mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec p
<0,05.

En conclusion de ces dosages de chlorophylles et d’antioxydants lipophiles, nous n’avons pas
observé de différences trés marquées entre les deux génotypes d’orge en ce qui concerne les
chlorophylles, excepté un ratio Chla/Chlb plus élevé et significativement différent en état de déficit
hydrique chez Saida par rapport a Express.

En revanche, les autres dosages d’antioxydants lipophiles (Tableau 8) ont révelé des différences
marquées entre les deux cultivars avec des teneurs plus élevées chez Express. En particulier, les
contenus en anthéraxanthine et en zéaxanthine sont trés supérieurs chez ce génotype en condition de
déficit hydrique et apres réarrosage. Ainsi, le ratio (Z+A)/(V+A+Z) est nettement et significativement
plus élevé chez Express que chez Saida lors du déficit hydrique. De méme, la concentration en o—
tocophérol est plus élevée chez Express par rapport a Saida dans des conditions de manque d’eau.
Nos expériences montrent donc que pour la plupart des composes antioxydants liposolubles, la
variété Express présente des teneurs supérieures par rapport a celles mesurées chez Saida dans des

conditions de manque d’eau, et parfois également aprés réarrosage.
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Tableau 8: Tableau récapitulatif des teneurs en chlorophylles, caroténoides et tocophérols (ng.g poids sec™) dans les tissus foliaires de plants d'orge des variétés Saida et
Express normalement arrosés, soumis a un déficit hydrique ou soumis a un déficit hydrique et réarroses.

Saida Express

Témoin Déficit hydrique Réarrosage Témoin Déficit hydrique Réarrosage
Chla 8599 + 752 6129 + 1727 5177 £ 708 7929 + 1031 6327 + 887 5187 + 742
Chlb 2916 £ 35 1911 + 510 1721 + 232 2615 + 422 2405 + 356 1696 + 191
Chl a/Chl b 2.95+0.10 3.21+0.07 3.01+0.08 3.03+0.04 2.63 £ 0.12** 3.06 £0.10
Violaxanthine 252 +14 262 + 48 200 + 33 170 £ 21** 166 + 47 170 £33
Anthéraxanthine 78+28 58.3+4.2 99+04 9.6+4.3 106 + 16** 18.7 £ 2.7**
Zéaxanthine n.d 521+8.1 n.d n.d 169 + 6 *** n.d
(Z+A)/(V+A+2) 0.03+0.01 0.30 £ 0.07 0.04 £0.01 0.05 +0.03 0.62 £ 0.07** 0.10 £ 0.03**
Lutéine 650 + 52 852+ 179 451 + 53 645 + 101 956 + 40 464 + 49
p-Caroténe 325+ 17 438 + 133 228 + 33 338+ 94 576 £ 50 249 + 47
a-Tocophérol 330 + 47 527 + 85 425+ 101 366 + 65 759 + 35* 550 + 104
v-Tocophérol 8.84 £ 0.56 124 + 27 21.7+4.0 7.72+1.79 119+6 34672

Les expériences ont été effectuées en utilisant des disques d'un diamétre de 0.6 cm de feuilles jeunes bien développées et les dosages ont été effectués en utilisant des méthodes
HPLC. Les données sont des valeurs moyennes + écart écarts provenant de trois a quatre mesures indépendantes. *, ** et ***, |a valeur chez Express est significativement différente
de la wvaleur mesurée chez Saida dans les méme conditions avec respectivement p <0,05, p <0,01 et p <0001 (test t). n.d., non détecté.
Témoin: plantes bien arrosées pendant 23 jours; déficit hydrique : aprés 15 jours de semis les plantes sont soumises & un arrét de 1’arrosage pendant 8 jours; réaarrosage: apres le
déficit hydrique, les plantes stressées sont arrosées pendant 3 jours. Chl, chlorophylle; A, anthéraxanthine V, violaxanthine, Z, zéaxanthine.
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1.3. Contenu en glutathion

Le glutathion est une molécule soluble de bas poids moléculaire présentant des propriétés
antioxydantes. C’est un composé trés abondant qui remplit des réles majeurs dans le métabolisme
cellulaire de tous les organismes vivants (Noctor et Foyer, 1998).Le glutathion est un tripeptide
présentant un thiol lui conférant des propriétés réductrices. Il est présent sous deux formes : réduite,
GSH, et oxydée GSSG. La forme oxydée comprend deux molécules de glutathion reliées par un pont
disulfure. Chez les jeunes feuilles de plantes témoins bien arrosées des variétés Express et Saida, une
quantité totale de glutathion (réduit + oxydé) de I’ordre de 8,5 umol. g poids sec™ a été mesurée dans
les deux genotypes, mais avec une proportion différente de glutathion oxydé (GSSG), 30% chez
Saida et 20% chez Express (Figure 29).

Aprés une période de déficit hydrique appliqué pendant 8 jours, une légere augmentation de la
quantité de glutathion total a été remarquée dans les feuilles de la variété locale Saida, ceci avec une
baisse de la proportion de la forme oxydée de 30 a 15%. En revanche, une augmentation trés marquée
de la concentration en glutathion a été observée dans les feuilles de la variété Express (a plus de 23
umol.g poids sec ™) avec une proportion plus élevée de GSSG (supérieure a 35%) par rapport a des
plantes témoins (20%) et par rapport a la variété Saida (15%) en 1’absence d’arrosage (15%) (Figure
29).

Apres réarrosage des plantes, la teneur totale en glutathion diminue chez les deux variétés
d'orge, avec des proportions de forme oxydée proches de celles mesurées chez les plantes témoins.

Néanmoins, les plantes réarrosees de la variété Express montrent encore une teneur supérieure
en glutathion total par rapport a celles de la variété Saida (respectivement, 10,9 et 6,3 umol.g poids

sec ).
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Figure 29: Teneur en glutathion chez les génotypes d’orge, Saida et Express, dans différentes conditions de régime
hydrique.

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques de feuilles jeunes bien développées (diaméetre 0,6 cm) avec trois
essais indépendants par génotype et par traitement. Les dosages ont été effectués en utilisant une méthode HPLC.

Les données sont des valeurs moyennes + écarts-types provenant de trois mesures indépendantes. *, ** et *** la valeur
mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec
respectivement p <0,05, p <0,01 et p <0,001.

1.4. Contenu en ascorbate

L’ascorbate est ’autre antioxydant majeur soluble de bas poids moléculaire dans tous les
organismes vivants. C’est un composé qui est métaboliquement lié au glutathion (Noctor et Foyer,
1998). Nous avons mesuré le contenu en ascorbate a partir d’échantillons prélevés sur les mémes
plantes que celles utilisées pour les analyses de glutathion. Ce composé est present sous deux
formes : reduite, ASC (acide ascorbique), et oxydée DHA (déhydraascorbate). Dans des feuilles
jeunes bien développées des deux variétés d'orge, une teneur totale en ascorbate (ASC + DHA)
similaire a été enregistrée dans des conditions d’arrosage optimal avec une concentration de 1’ordre
de 21,5 nmol.g poids sec™, mais avec un taux d'oxydation (DHA) supérieur chez la variété Express
(25%) par rapport a la varieté Saida (12%) (Figure 30).
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En condition de déficit hydrique, on note une diminution de prés de 50% de la teneur totale en
ascorbate (ASC + DHA\) chez la variété Saida, & une valeur de 11,29 umol g poids sec™, contre 20,90

umol.g poids sec™ chez les plantes témoins de ce génotype.

La quantité de la forme oxydée, le déshydroascorbate (DHA), est légerement diminuée dans ce
génotype en état de déficit hydrique (1,82 pmol.gpoids sec™) par rapport aux conditions
témoins (2,64) (Figure 30).

En revanche, chez les plantes stressées de la variété Express, un contenu en ascorbate total
fortement augmenté (31 pumol.g poids sec-') a été mesuré avec une proportion de forme oxydée

comparable a celle relevée dans les plantes témoins (de I’ordre de 25%).

Le réarrosage des plantes entraine une augmentation de la teneur en ascorbate total (ASC+DHA)
dans les plantes Saida (15,99 pmol.g poids sec-') par rapport aux conditions du déficit hydrique
(11,29 umol.g poids sec-1).
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Figure 30: Teneur en ascorbate chez les génotypes d’orge, Saida et Express, dans différentes conditions de régime
hydrique.

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamétre 0,6 cm) de feuilles jeunes bien développées avec trois
essais indépendants par génotype et par traitement. Les dosages ont été effectués en utilisant une méthode HPLC.

Les données sont des valeurs moyennes * écarts-types provenant de trois mesures indépendantes. ** et ***, la valeur
mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec
respectivement p <0,01 et p <0,001.
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La teneur en forme oxydé (DHA) chez le génotype Saida mesurée (2,30 pmol.g poids sec-') dans
ces conditions reste inférieure a celle relevée chez les plantes témoins (2,64 umol.g poids sec-'), mais

est toujours supérieure a celle notée en condition de déficit hydrique (1,82 umol.g poids sec-1).

En revanche, les plantes du génotype Express montrent une diminution dans la teneur en
ascorbate total aprés réarrosage avec une teneur de I’ordre de 25 pmol.g poids sec-* contre 31,22
chez les plantes soumises au déficit hydrique (Figure 30). Les teneurs en ascorbate alors observées

sont assez proches de celles observées en condition témoin.

En conclusion, ces données révelent un comportement différent en ce qui concerne les contenus
en glutathion et en ascorbate des variétés Saida et Express en conditions de déficit hydrique et apres
réarrosage. Pour les deux composés, la variété Express présente, par rapport a Saida, un contenu total

et un taux d’oxydation beaucoup plus €levés lors d’un manque d’eau.

1.5. Décomposition du peroxide d'hydrogene et activité catalase

L'activité des systemes enzymatiques de décomposition du peroxyde d'hydrogéne, H,O,, dans
les extraits de feuilles a été évaluée par spectrophotométrie en suivant la diminution de la
concentration en H,O, a 240 nm dans un tampon auquel on ajoute des extraits de feuilles contenant
les protéines solubles végétales et de 1’H,O, exogene. Il est a noter que le taux de décomposition du
H,O, mesuré a l'aide de cette méthode provient principalement de l'activité catalase, CAT, comme
I’ont montré Quéval et al. (2007) en utilisant cette proceédure pour la caractérisation de mutants

d’ Arabidopsis déficients pour I’expression de genes codant pour la catalase.

Les essais réalisés ont montré que chez les plantes témoins, la variété Express affiche un niveau
significativement plus élevé d’activité de décomposition de 1’H,O, par rapport a la variété Saida avec
des valeurs significativement différentes de respectivement 175 et 130 pmol H,0, mg prot* min™
(Figure 31A).

Dans des conditions de manque d’eau, des résultats inverses ont été notés avec une forte
augmentation de I'activité chez la variété Saida (& prés de 200 pmol H,0, mg prot™ min™), alors que
cette activité de décomposition diminue légerement chez la variété Express (a 150 pmol H,O, mg
prot™ min™) (Figure 31A).
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Aprés réarrosage, la capacité de décomposition du peroxide d’hydrogéne ne varie pas
sensiblement chez les deux variétés par rapport aux conditions de déficit hydrique, a I'exception d'une

Iégere augmentation chez la variété Express (Figure 31A).

Nous avons ensuite étudié I'abondance de la catalase, CAT, dans les feuilles d'orge par analyse
de type Western blot, en utilisant un anticorps généré contre la protéine d’Arabidopsis qui révéle

spécifiqguement la protéine vers 50 kDa dans les échantillons d’orge.

Nous n'avons pas observé de changement dans la quantité de la protéine CAT chez les plantes de
la variété Express stressées et réarrosees par rapport aux conditions hydriques optimales (Figure 31,
BetC).

Chez les plantes Saida, une augmentation notable (d’environ 40%) dans l'abondance de la
protéine CAT a été observée au cours de la période sans arrosage et aucune variation notable n'a été

notée apres réarrosage par rapport aux conditions témoins (Figure 31, B et C).

Ces données révelent une réponse différentielle des deux variétés, puisque la capacité de
décomposition d’H,0, et I'abondance de la CAT sont augmentées chez la variété locale Saida en
condition de déficit hydrique, alors qu’aucun changement notable n’est enregistré chez Express dans
les mémes conditions. L’ensemble de ces données, ainsi que le fait que ’activité de décomposition
du peroxyde d’hydrogéne dans les extraits végétaux provient essentiellement de la catalase (Quéval
et al., 2007), indiquent que ’activité de cette enzyme est trés probablement stimulée en période de

déficit hydrique chez le cultivar Saida.
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Figure 31: Activité de décomposition du peroxide d’hydrogéne et abondance de la catalase dans des feuilles de
deux variétés d’orge, Saida et Express, dans différentes conditions de régime hydrique.

(A) Les mesures de lactivité de décomposition d’H,O, ont été réalisées par spectrophotométrie comme décrit dans
"Matériels et méthodes" en utilisant des extraits de feuilles jeunes bien développées. Les valeurs présentées proviennent
de trois essais indépendants par génotype et par traitement. Les données sont des valeurs moyennes + écarts-types de ces
trois mesures.

(B) Analyse par immunodétection sur membrane de I'abondance de la catalase dans les protéines solubles de feuilles
d'orge (20 g par piste) séparées par SDS-PAGE. La dilution du sérum et les procédures de révélation sont décrites dans
"Matériels et méthodes". Des résultats similaires ont été obtenus sur trois essais indépendants par génotype et par
traitement.

T, témoin : plantes bien arrosées pendant 23 jours. S, déficit hydrique appliqué sur des plantes de 15 jours (stade 4
feuilles) pendant 8 jours R, plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

(C) Quantification de I’intensité des bandes révélées par ’anticorps dirigé contre la catalase a partir des données
d’immunodétection en utilisant I'outil d'analyse du logiciel Odyssey Licor.

Les données sont des valeurs moyennes + écarts-types provenant de trois a quatre mesures indépendantes. * et **, la
valeur mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec
respectivement p <0,05 et p <0,01.
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1.6. Activité superoxyde dismutase

1.6.1. Mesure par spectrophotométrie

L'activité SOD des extraits de feuilles a été mesurée par spectrophotométrie en utilisant le
systéeme xanthine/xanthine oxydase pour générer du superoxyde et en suivant la vitesse de réduction
du cytochrome ¢ a 550 nm (cf. Matériels et Méthodes 2.7.1). Dans les feuilles de la variété Saida,
aucune modification marquée n’a été observée dans le niveau d'activité SOD en fonction du régime
hydrique, une activité de 1’ordre de 150 units.mg prot™ étant mesurée chez les plantes témoins,

stressées et réarrosées (Figure 32).

En revanche, dans les feuilles de la variété Express, si une activité SOD tout a fait comparable a
celle déterminée chez Saida a été enregistrée dans des conditions témoins, cette activité diminue tres
sensiblement & un niveau de I'ordre de 100 units.mg prot * en condition de déficit hydrique et aprés
réarrosage. Ces valeurs sont alors nettement et significativement inférieures a celles mesurées chez
Saida (Figure 32).

200 .
Activité superoxide

150 -
T
T 100 -
o
s
'éf M Saida
£ 50 -
=) M Express

0 -
Témoin Déficit hydrique Réarrosage

M Saida 150,12 133,01 163,32
M Express 158,89 103,99 110,15

Figure 32: Activité superoxide dismutase chez les génotypes d’orge Saida et Express dans différentes
conditions de régime hydrique

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes agées de de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures de I’activité ont été réalisées par spectrophotométrie en utilisant des extraits de feuilles jeunes bien
développées. Les valeurs présentées proviennent de trois essais indépendants par génotype er par traitement. Les données
sont des valeurs moyennes + écarts-types provenant de trois mesures indépendantes. * et ***, la valeur mesurée chez
Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les mémes conditions avec respectivement p
<0,05 et p <0,001.
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Ces données montrent que l'activité enzymatique de type superoxyde dismutase est maintenue
chez la variété locale Saida en condition de déficit hydrique et apres réarrosage alors qu'elle est

sensiblement réduite chez la variété Express dans ces mémes conditions.

1.6.2. Séparation des isoformes SOD par électrophorése

Pour compléter les mesures de l'activité de type SOD, les différentes isoenzymes de cette
protéine ont été visualisées dans des gels d’électrophorése en conditions natives, pour ne pas
dénaturer les complexes et ainsi préserver I’activité enzymatique, en utilisant une méthode

photochimique décrite dans la partie Matériels et Méthodes (cf. 2.7.2).

Chez les deux variétés, deux bandes principales ont été révélées et attribuées a 1’isoenzyme
Cu/ZnSOD (Figure 33). Ces deux bandes disparaissent en effet lorsque les gels sont traités avec du

KCN, un inhibiteur spécifique de ce type de SOD (Beauchamp et Fridovich, 1971).

En utilisant des protéines solubles de chloroplastes purifiés a partir de feuilles de plantes d’orge
bien arrosées, nous avons identifié la bande Cu/ZnSOD localisée dans les chloroplastes (Figure 33).
Cette bande se situe dans la partie basse du gel et migre donc plus rapidement en conditions natives.
Cette forme plastidiale plus abondante migre plus loin dans le gel et correspond donc tres
probablement a un complexe de plus petite taille par rapport a la forme minoritaire cytosolique qui
reste dans la partie supérieure du gel.

En se basant sur les données de quantification de I’intensité des deux bandes révelées dans le gel,
I'intensité de I’activité SOD apparait 20% plus intense chez la variété Saida lors du déficit hydrique
par rapport aux conditions optimales d’arrosage alors que chez Express la différence est moins
marquée entre ces deux régimes hydriques. Plus précisément la bande Cu/ZnSOD (cytosolique)
parait plus abondante lors du déficit hydrique et aprés réarrosage chez Saida. Cette bande est

beaucoup moins visible chez Express dans ces mémes conditions (Figures 33 et 34).
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Figure 33: Analyse-de I'activité des isoenzymes de la SOD sur gel a partir d’extraits de feuilles de deux variétés
d’orge, Saida et Express, soumises a différentes conditions de régime hydrique

T : plantes témoins arrosées pendant 23 jours; S: plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un arrét de
I’arrosage pendant 8 jours; R : plantes soumises a un arrét de ’arrosage pendant 8 jours et réarrosées pendant 3 jours.
Cu/Zn-SOD (cyt) : superoxyde dismutase a cuivre et zinc localisée au niveau du cytosol

Cu/Zn-SOD (chl) : superoxyde dismutase a cuivre et zinc localisée au niveau du chloroplaste
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Figure 34: Intensité relative par rapport au témoin des deux bandes SOD révélées sur gel a partir d’extraits de
feuilles de deux variétés d’orge, Saida et Express, soumises au déficit hydrique et au réarrosage.

Déficit hydrique: plantes &gées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises & un arrét de I’arrosage pendant 8 jours;
Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Quantification des bandes d’activité SOD a partir des données des gels natifs en utilisant 1'outil d'analyse du logiciel
G:BOX (Syngene). Les données sont des valeurs moyennes * écarts-types provenant de trois a quatre essais
indépendants.
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1.7.Contenu en oxydoréductases a thiol et activité méthionine sulfoxyde
réductase (MSR)

1.7.1. Contenu en oxydoréductases a thiol

Au cours des dernieres années, de nombreux travaux ont montré le role essentiel des
oxyidoréductases a thiol dans la réponse des plantes au stress oxydant généré par des contraintes
environnementales (Vieira Dos Santos et Rey, 2006). Ces enzymes fonctionnent grace a des cystéines

rédox actives capables notamment de transférer du pouvoir réducteur a différents types de cibles.

Nous avons analysé par immunodétection sur membrane I'abondance de peroxirédoxines, Prx,
plastidiales (2-Cys Prx, PrxQ et Prx IIE) et méthionine sulfoxyde réductases (MSRA4, MSRB1 et
MSRB2) dans les feuilles d'orge des deux variétés. Ces deux types d’enzymes sont impliqués dans
respectivement la détoxication des peroxydes d’hydrogeéne et organiques et la réparation des

protéines oxydées au niveau de la méthionine.

1.7.1.1. Abondance des peroxirédoxines (Prx)

Nous avons tout d’abord analysé la quantité et 1’état rédox des Prx plastidiales : 2-Cys-Prx, PrxQ
et PrxIIE, qui constituent les isoformes les plus abondantes dans les cellules végétales. Des anticorps
dirigés contre les Prx d’Arabidopsis et de peuplier ont révélé spécifiquement des bandes avec des

masses moléculaires attendues dans les extraits de protéines d’orge (Figure 35).

Chez les plantes soumises a un déficit hydrique ou soumises a cette contrainte, puis réarrosées,
aucun changement significatif pour I'abondance de 2-Cys Prx et de PrxIIE n'a été observé par rapport

aux plantes témoins chez les deux variétés (Figure 35).

En revanche, une augmentation de la quantité de PrxQ a été notée chez les deux variétés en
condition de déficit hydrique, avec une quantité de protéine supérieure chez Express par rapport a
Saida. Dans les plantes réarrosées, nous avons remarqué une forte réduction de la quantité de PrxQ
chez la variéte Express, alors que cette protéine reste relativement plus abondante chez Saida (Figure
35).

Nous avons également utilisé un sérum dirigé contre la forme de 2-Cys Prx suroxydée, qui

pourrait jouer un réle essentiel dans les processus de signalisation liés a des conditions de stress

109



RESULTATS

oxydant (Rey et al., 2007). Nous avons observé une augmentation de l'abondance de la 2-Cys Prx
suroxydée dans les deux génotypes d'orge soumis a un déficit hydrique. La quantité de protéine
oxydée apparait toutefois supérieure chez Express. Dans les deux génotypes, une baisse marquee de
la quantité de cette forme de Prx, jusqu'au niveau observé dans les plantes témoins, est notée apres

réarrosage (Figure 35).

Saida Express

T I T 8 R
2-Cys Prx — — — —— v < 22 kDa
2-Cys Prx SOOH — e .. ¢ 22KkDa
PxQ —— —— « 16 kDa
PIXIE e cmm ammm TS e st 17 kDa

Figure 35: Analyse de I’abondance foliaire des Prx plastidiales par Western blot chez deux variétés d’orge, Saida
et Express, soumises a différentes conditions de régime hydrique.

L’analyse Western a été réalisée en utilisant des protéines solubles de feuilles (20pg par puits pour PrxQ et Prx IIE et
10ug par puits pour 2-Cys Prx et 2-CysPrxSOOH) séparées par SDS-PAGE. Les dilutions de sérums et les procédures de
révélation sont décrites dans "Matériels et méthodes (3.4.2.) ". Des résultats similaires ont été obtenus dans trois essais
indépendants.

T: plantes témoins bien arrosées pendant 23 jours; S, aprés 15 jours, les plantes sont soumises a un arrét de ’arrosage
pendant 8 jours ; R: aprés la période de déficit hydrique, les plantes stressées sont réarrosées pendant 3 jours.

En conclusion, on peut dire qu’il y a une certaine différence entre les deux génotypes pour la
forme oxydée de 2-Cys Prx (cystéine sufiniqgue ou SOOH) et pour Prx Q avec la présence de
guantités plus importantes pour ces deux formes en condition de déficit hydrique chez le génotype

sensible Express par rapport a Saida.

1.7.1.2. Abondance et activité des méthionine sulfoxyde réductases
(MSR)

A. Abondance des MSR

Des immunodétections ont également été réalisées pour étudier les quantités de trois isoformes

de MSR plastidiales qui représentent 1’essentiel de la capacité MSR cellulaire (Laugier et al., 2010 ;
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2013). Les anticorps dirigés contre les protéines MSRB1 et MSRA4 du peuplier ont clairement
reconnu des bandes spécifiques a respectivement environ 17 et 25 kDa, dans les protéines des deux
variétés d’orge (Figure 36). En revanche, en ce qui concerne le sérum dirigé contre MSRB2
d’Arabidopsis, aucun signal non ambigu n’a été détecté chez I’orge (données non présentées) du fait
peut-étre d’un manque de réactivité du sérum généré chez Arabidopsis contre les isoformes de

MSRB2 chez les céréales.

Saida Express
T § R T § R

MSRM e S S o

MSRB1 g S ——— < 17 kDa

Figure 36 : Analyse de I’abondance foliaire des MSRs plastidiales par Western blot dans les deux variétés d’orge,
Saida et Express, soumises a différentes conditions de régime hydrique

L’analyse Western a été réalisée en utilisant des protéines solubles de feuilles (20 pg par puits pour MSRA4 et MSRB1)
séparées par SDS-PAGE. Les dilutions de sérums et les procédures de révélation sont décrites dans "Mateériels et
méthodes 3.4.2.". Des résultats similaires ont été obtenus dans trois essais indépendants.

T: plantes témoins bien arrosées pendant 23 jours; S, aprés 15 jours, les plantes sont soumises a un arrét de ’arrosage
pendant 8 jours ; R: aprés la période de déficit hydrique, les plantes stressées sont réarrosées pendant 3 jours.

Pour le type MSRA, il est a noter que comme chez Arabidopsis (Vieira Dos Santos et al., 2005),
deux bandes correspondant aux formes réduites et oxydées de MSRA4, sont révélées dans les extraits
d’orge, la forme réduite étant celle migrant le plus lentement. Pour cette protéine, une intensité
similaire des deux bandes protéiques est observée dans les plantes témoins bien arrosées des deux

génotypes (Figure 36).

En condition de déficit hydrique et aprés réarrosage, la forme réduite de MSRA4 est
relativement plus abondante par comparaison aux plantes témoins, en particulier dans les feuilles de
la variété Saida.

Globalement, on n’observe pas de changement marqué dans la quantité totale (réduite + oxydée)
de I’isoforme MSRA chez les deux génotypes d’orge dans les différents régimes hydriques analyses
(Figure 36).
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En ce qui concerne MSRB1, une quantité plus élevéee en protéine a été observée en conditions de
déficit hydrique et de réarrosage chez les plantes Saida, alors qu'aucun changement substantiel n’a été

remarqué dans les extraits de feuilles de la variété Express lors des mémes traitements.

B. Quantification de I'activité MSR par HPLC

Nous avons mesuré l'activité totale ou capacité des MSR dans les extraits de feuilles d'orge par
une méthode HPLC en utilisant le dabsyl méthionine sulfoxyde (dabsyl-MetO), un substrat des MSR
mimant la MetO liée dans des peptides et couplée a un groupement coloré (le dabsyl) permettant sa
détection par absorption. Dans les deux génotypes cultives dans des conditions contréles, une activité
légérement inférieure & 10 pmol Met.mg prot “.min ™ a été enregistrée (Figure 37). Il est & noter que
cette valeur est relativement faible en comparaison avec celle rapportée chez Arabidopsis, qui est de
I’ordre de 50 pmol Met.mg prot *.min ™ (Laugier et al., 2010).

En condition de déficit hydrique, le niveau d'activité MSR augmente sensiblement a une valeur

de 16 pmol Met. mg prot *.min ™

, ceci de facon similaire chez les deux génotypes d'orge (Figure 37).
Aprés réarrosage, les plantes des deux génotypes présentent une stabilité de [I'activité MSR par

rapport aux conditions de déficit hydrique.

En conclusion, les données obtenues sur la quantité et/ou l'activité des différents types étudiés de
reductases a thiols ne montrent pas de différences notables entre les plantes des variétés Saida et
Express soumises & un déficit hydrique, exceptés, en condition de manque d’eau, ou une certaine
augmentation de la quantité de protéine. MSRB1 chez Saida et des niveaux plus élevés de Prx Q et de

2-Cys Prx suroxydee chez Express ont été observes.
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Figure 37: Activit¢ MSR dans des extraits de feuilles de deux variétés d’orge, Saida et Express, soumises a
différentes conditions de régime hydrique

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes &gées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées en utilisant des feuilles jeunes bien développées provenant de trois essais indépendants par
génotype et par traitement. Les dosages ont été effectués en utilisant une méthode HPLC.

1.8.Mesures du niveau de peroxydation lipidique

Suite aux essais précédents qui ont révelé des modifications dans les contenus en antioxydants et
dans les activités enzymatiques des deux génotypes en fonction du régime hydrique, nous avons
entrepris de mesurer le degré de peroxydation des lipides, macromolécules tres sensibles aux
processus d’oxydation. Dans ce but, deux méthodes de mesure par HPLC et par imagerie par capture

de la luminescence ont été utilisées.

1.8.1. Quantification des différents hydroxy acides gras par dosage HPLC

Nous avons effectué des mesures par HPLC du niveau de peroxydation lipidique générée soit
par des mécanismes non enzymatiques dépendant des ERO, soit par le systeme enzymatique lié aux

lipoxygenases.

Par HPLC, nous avons tout d’abord déterminé les quantités d'hydroperoxydes lipidiques (HOTE)

qui sont des marqueurs de 1’homéostasie rédox. Les plantes témoins des deux génotypes d'orge,
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Saida et Express, affichent des niveaux tres faibles et similaires d'hydroperoxydes lipidiques générés
par les ERO (Figure 38).

En condition de manque d’eau, le niveau en HOTE ne varie que tres légérement chez la variété
Saida par rapport aux conditions optimales de croissance. En revanche, chez la variété Express, on
enregistre une trés forte augmentation de la quantité en HOTE dans les plantes soumises au déficit

hydrique (d’un facteur 20 par rapport aux plantes témoins) (Figure 38).

Apreés réarrosage, on observe également un niveau de peroxydation lipidique induite par les ERO
tres nettement supérieur chez la variété Express par rapport aux conditions contrdles (x 50) et par
rapport a Saida qui présente toujours des niveaux tres bas et stables (Figure 38). Il est a noter une

certaine hétérogénéité dans les valeurs mesurées chez Express.

350
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W Express 7,85 88,75 217,54

Figure 38: Teneur en hydroperoxydes de lipides (HOTE) générés par des ERO chez les deux génotypes d’orge,
Saida et Express, soumis & différentes conditions de régime hydrique.

Témoin : plantes arrosées pendant 23 jours ; Déficit hydrique : plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours ; Réarrosage : plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées, a partir d’1g de feuilles jeunes bien développées avec trois essais indépendants au
minimum par génotype et par traitement, en utilisant une méthode HPLC.

Les données sont des valeurs moyennes + écarts-types provenant de trois a quatre mesures indépendantes. *, la valeur
mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saida dans les méme conditions avec p
<0,05.

En paralléle, nous avons mesuré le niveau de peroxydation lipidique provoquée par I’activité des

lipoxygénases (LOX), qui pourraient participer a des processus de signalisation du stress oxydant par

114



RESULTATS

la génération de molécules participant & ces mécanismes et issues de la dégradation des
macromolécules lipidiques (op den Camp et al., 2003).

En condition d’arrosage optimal, les génotypes Saida et Express présentent un contenu similaire
en HOTE induits par les LOX et inférieur & 100 nmol.g poids sec™ (Figure 39).

HOTE générés par les LOX
300

250
200

150

100 H Saida

W Express
50

mmol.g poids sec?!

Témoin Déficit hydrique Réarrosage

M Saida 95,71 153,73 55,52
W Express 86,82 218,96 132,14

Figure 39: Teneur en hydroperoxydes de lipides générés par des LOX chez les deux génotypes d’orge, Saida et
Express, soumis a différentes conditions de régime hydrique.

Témoin : plantes arrosées pendant 23 jours ; Déficit hydrique : plantes agées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un
arrét de I’arrosage pendant 8 jours ; Réarrosage : plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

Les mesures ont été effectuées, a partir d’1g de feuilles jeunes bien développées avec trois essais indépendants au
minimum par génotype et par traitement, en utilisant une méthode HPLC. Les données sont des valeurs moyennes *
écarts-types provenant de trois a quatre mesures indépendantes.

Lors d’un déficit hydrique, une augmentation du contenu en HOTE provenant de 1’activité des
LOX se produit chez les deux variétés, mais de facon plus marquée chez la variété Express par

rapport & Saida avec respectivement environ 220 et 150 nmol.g poids sec™ (Figure 39).

Aprés réarrosage, une diminution de la teneur en ces composés est observée chez les deux
variétés. Cette diminution est beaucoup plus accentuée chez Saida avec une teneur en HOTE qui

revient & environ 55 nmol g poids sec™ contre 132 pour Express.

En conclusion, nous pouvons dire qu’il y a une différence génotypique concernant la teneur en
hydroperoxydes de lipides générés par les LOX en condition de déficit hydrique et en condition de

réarrosage avec des quantités plus importantes chez le génotype sensible Express. Mais, il est a noter
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que ces résultats ne présentent pas une différence statistiquement significative avec le test t du fait

d’une certaine hétérogénéité des données.

L’ensemble de ces données HPLC montre que, pendant une contrainte hydrique et aprés
réarrosage, la variété Express montre une forte augmentation des niveaux d’acides gras hydroxylés
par rapport a Saida. Cette augmentation est principalement liée aux voies dépendant des ERO (Figure
38), car les mesures des HOTE générés par les LOX ont révélé des quantités d’HOTE du méme ordre
de grandeur dans les deux cultivars (Figure 39). Ainsi, nous pouvons conclure que les ERO sont tres
vraisemblablement produites a un niveau tres supérieur chez la variété Express par rapport a la
variété Saida au cours de la période sans arrosage et apres un réarrosage. Cette conclusion est basée

sur le niveau beaucoup plus élevé de peroxydation lipidique liée aux ERO chez ce génotype

1.8.2. Evaluation du niveau de peroxydation lipidique par imagerie

Le degré de peroxydation des lipides, qui est un marqueur du niveau de stress oxydant, a été
également étudié par une technique d’imagerie par autoluminescence des feuilles d’orge. Cette
technique mesure la faible lumiére émise spontanément par les plantes. Cette lumiére provient
spécifiquement de I’oxygéne singulet, de 1’état triplet excité du groupe carbonyle et des sous-produits
de la décomposition spontanée lente de peroxydes lipidiques et d’endoperoxides (Havaux et al.,
2006 ; Birtic et al.,, 2011). Le niveau de luminescence permet ainsi d’apprécier le degré de

peroxydation des lipides.

Chez les plantes bien arrosées témoins, aucun signal d’autoluminescence n’a été détecté dans les
deux génotypes (données non montrées). Lors du déficit hydrique et en condition de réarrosage, un
signal fort a été observé dans les plantes Express par rapport a Saida. Ce signal se traduit par la
visualisation des feuilles en couleur jaune/ blanc tres visible pour les feuilles chez Express et a peine
détectable chez Saida (Figure 40).
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Figure 40: Imagerie du stress oxydant par autoluminescence chez les feuilles des deux génotypes d’orge, Saida et
Express, soumis a un déficit hydrique pendant 8 jours et aprés réarrosage durant 3 jours.

Déficit hydrique : plantes adgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises a un arrét de I’arrosage pendant 8 jours;
Réarrosage : plantes stressées réarrosées pendant 3 jours.

L’échelle des couleurs indique I’intensité du signal de luminescence du plus faible (bleu/violet) au plus élevé
(jaune/blanc).

Ces données d’imagerie sont cohérentes avec les mesures par HPLC des quantités de peroxydes
lipidiques et révélent un niveau élevé de stress oxydant dans les feuilles de la variété Express

soumise a un déficit hydrique, mais aussi lors de la phase de récupération apres réarrosage.
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2. Discussion

Au sein d’un méme génotype, différents types de meécanismes aux niveaux moléculaire et
biochimique contribuent au degré de tolérance vis-a-vis de contraintes environnementales telles que
le manque d’eau. Nous avons développé au cours de ce travail plusieurs approches pour analyser des
marqueurs biochimiques de tolérance ou de sensibilité au déficit hydrique chez deux génotypes
d’orge en relation avec I’homéostasie rédox. En effet, une des conséquences directes et majeures de
la déshydratation cellulaire résultant d’'un manque d’eau au niveau de la plante est 1’apparition d’un
stress oxydant, notamment au niveau du compartiment chloroplastique du fait d’un flux important
d’électrons vers 1’oxygéne au cours de la photosynthése. Des perturbations métaboliques liées a des
contraintes environnementales génerent ainsi une production accrue d’ERO dans ce compartiment et
de nombreuses études ont décrit I’intervention de plusieurs systémes antioxydants lors de contraintes

environnementales pour limiter ou retarder les effets néfastes des ERO.

L’objectif de ce travail a consisté a déterminer parmi les différents acteurs du réseau antioxydant
ceux potentiellement impliqués dans les mécanismes de tolérance au manque d’eau chez 1’orge en

utilisant deux génotypes contrastés pour cette contrainte environnementale.

Nous avons tout d’abord noté que, pendant un déficit hydrique, la variété Express présente un
contenu relatif en eau foliaire nettement inférieur par rapport a Saida ce qui se traduit par un
flétrissement plus marqué et une nécrose prononcée de certaines feuilles, observable méme aprés
réhydratation (Tableau 6 et 7 ; Figure 24). Ces observations chez Express sont associées a des
niveaux beaucoup plus élevés de la peroxydation des lipides liée aux ERO par rapport a la variété
Saida. Plus intéressant encore, I'homéostasie rédox due aux ERO est toujours fortement altérée chez
Express apres réarrosage, mais pas chez le génotype Saida. Ainsi, on note des taux de I’ordre de 2200
nmol.g poids sec * d’HOTE chez Express contre 5 chez Saida dans ces conditions. Ces niveaux de
peroxydation lipidique sont en accord avec les données obtenues par imagerie, qui montrent un signal
fort d’autoluminescence chez Express et révélent ainsi un niveau élevé de stress oxydant dans ce

génotype (Figure 40).

Ces derniéres données signifient que la phase de récupération est une étape critique et
qu’Express pourrait étre également caractérisée par une faible tolérance a l'évolution rapide du
contenu hydrique dans la cellule. Une réhydratation trop rapide pourrait étre associee a des

perturbations des structures cellulaires et entrainer des dommages autres que ceux provoques par
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la déshydratation. Il est a noter que cette situation peut se retrouver en conditions naturelles lors

par exemple d’une forte chute de pluie apres une longue période de sécheresse.

L’ensemble de ces données confirme bien que dans le matériel végétal faisant I’objet de notre
étude, le degré de tolérance au manque d’eau est associé au niveau de stress oxydant. En effet, le
cultivar tolérant, Saida, présente beaucoup moins de dommages oxydants que le cultivar sensible

lorsqu’ils sont soumis aux mémes conditions de déficit hydrique.

Réles des enzymes antioxydantes dans la réponse au déficit hydrique des deux génotypes d’orge.

Pour comprendre alors comment les divers acteurs du réseau antioxydant participent aux
réponses des deux génotypes d'orge, nous avons tout d'abord étudié les enzymes permettant la
détoxication des ERO et peroxydes organiques ou impliquées dans la réparation des protéines

oxydées.

En ce qui concerne les peroxyrédoxines (Prxs), enzymes qui réduisent les peroxydes organiques,
nous n'avons pas remarqué de différence tres prononcée pour les quantités de ces enzymes entre les
deux génotypes, a part pour PrxQ et la forme oxydée de 2-Cys Prx, qui sont un peu plus abondantes
chez Express lors du déficit hydrique et pourraient donc participer a la protection contre les
dommages oxydants chez ce cultivar (Figure 35).

Pour un autre type de thiol réductase, nous n'avons pas observé d’importants changements dans
la quantité des méthionine sulfoxyde réductases (MSR) (Figure36), exceptée une légére
augmentation de la teneur en MSRB1 chez Express lors du déficit hydrique. En revanche, une forte
augmentation (environ 60%) de l'activité totale MSR a été mesurée dans les extraits de feuilles des
deux génotypes soumis & un déficit hydrique. De facon intéressante et en accord avec nos données,
Ferguson et Burke (1994) ont rapporté une augmentation du méme ordre de grandeur en mesurant
I’activité¢ MSR dans les plants de blé soumis a un déficit hydrique par rapport a celle de plants

normalement arroses.

Nous pouvons émettre 1'hypothése que 1'augmentation de ’activit¢ MSR observée dans notre
travail, n'est pas liée a I'abondance des protéines MSR, qui ne varie quasiment pas, mais proviendrait
d'une teneur plus élevée d'agents réducteurs protéiques qui sont en mesure de fournir des électrons

aux MSRs. Il est a noter qu’une thiorédoxine spécifique des plantes, nommée CDSP32 et localisée
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dans le chloroplaste, est impliquée dans la protection contre les dommages dus au stress oxydant en
condition de manque d’eau. Cette protéine a ¢té identifiée par les travaux réalisés sur son niveau
d’expression chez des plants de pomme de terre (Solanum tuberosum L.) lors d'un déficit hydrique
par comparaison des profils de gels d'électrophorése bidimensionnelle de protéines chloroplastiques
de plantes témoins a ceux de plantes non arrosees (Rey et al.,1998). Une abondance accrue de cette
protéine a été constatée dans des conditions de stress osmotique chez différentes espéces végétales
(Pruvot et et al., 1996). Cette thiorédoxine est capable de réduire certains types de MSRs plastidiale
comme MSRB1 (Tarrago et al., 2010). La participation de CDSP32 dans la régénération de l'activité
de la 2-Cys Prx et ainsi de la limitation de la peroxydation lipidique, a été mise en évidence grace a
I'obtention de plantes de pomme de terre sous-exprimant cette Trx (Broin et al., 2002, Broin et Rey
2003). Il est donc possible que CDSP32 participe a I’augmentation de la capacité MSR observée chez

I’orge en condition de déficit hydrique.

L’ensemble de ces données révele que les réductases a thiol de types MSR et Prx ne sont
probablement pas impliquées dans la tolérance au déficit hydrique chez la variété locale Saida,
puisque les analyses concernant ces deux types d’enzymes n’ont pas permis de mettre en évidence de

différence marquée avec Express.

En revanche, les plantes de la variété Express affichent durant le déficit hydrique et apres
réarrosage une activité de décomposition du peroxyde d’hydrogene, H,O, plus faible par rapport a
Saida (Figure 31). Par ailleurs, une abondance sensiblement plus élevée de la protéine CAT a été
remarquée par immunodétection sur membrane chez Saida par rapport a Express en condition de

déficit hydrique.

La corrélation positive chez Saida entre les niveaux de décomposition du peroxyde d’hydrogéne
et I’abondance de la CAT indique trés probablement un réle accru de cette enzyme dans le piégeage
du peroxyde d’hydrogéne chez ce cultivar en condition de manque d’eau. Ces données nous ameénent
a proposer que cette activité plus élevée de la CAT pourrait participer a la tolérance au manque d’eau

du cultivar Saida.

La catalase est en effet un piégeur d’H,O, majeur dans la matrice des peroxysomes. Chez les
especes végétales de type C3 comme 1’orge, I’activité photorespiratoire nécessite I’intervention de la
catalase pour se développer normalement et aussi mieux tolérer des contraintes environnementales.
Ainsi, un déficit en catalase chez I'orge entraine une diminution de la survie des plantes et affecte les

performances agronomiques, en diminuant le poids des graines et le rendement (Acevedo, 2001).
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Sairam et Srivastava (2001) ont observé chez le blé une corrélation positive entre la tolérance au
déficit hydrique et les niveaux d'activité des systemes enzymatiques CAT et SOD pour 5 génotypes
présentant des niveaux différentiels de tolérance au déficit hydrique. De fagon similaire, des niveaux
plus faibles pour les activités de types SOD et CAT ont été mesurés dans ce travail chez les plantes
Express soumises a un déficit hydrique ou réarrosées par rapport a ceux relevés chez les plantes
Saida soumises aux mémes régimes hydriques (Figure 31 et 32). Ces données nous amenent a
proposer que la SOD, comme la CAT, pourrait étre également impliquée dans la meilleure tolérance

de ce cultivar au manque d’eau.

Cette hypothese est en accord avec les nombreuses preuves acquises au cours des dernieres
années en ce qui concerne la participation des enzymes antioxydantes, CAT et SOD, dans la

tolérance des plantes au déficit hydrique (cf. revue par Jubany-Mari et al., 2010).

Ces enzymes pourraient empécher I'accumulation des ERO, une conséquence bien connue du
stress osmotique dans les cellules végeétales, et ainsi limiter les phénomeénes d’'oxydation engendrés
par ces especes toxiques (Miller et al., 2010). Nos travaux paraissent en accord avec ce modele
puisque nous avons noté une capacité moindre pour la SOD et la CAT chez la variété Express
pendant un déficit hydrique par rapport a Saida.

Réle des composés antioxydants solubles de faible poids moléculaire dans la réponse au déficit

hydrique chez les deux variétés d’orge

L’ascorbate et le glutathion sont des antioxydants métaboliquement liés et trés abondants dans
les cellules végétales (Noctor et Foyer, 1998; Rouhier et al., 2008). Ils peuvent atteindre des
concentrations de I’ordre du mM ou plus dans certains compartiments subcellulaires. Ces deux
composés sont présents sous deux formes, réduite et oxydée. La forme réduite est en genéral tres

majoritaire puisqu’elle représente environ 80 a 90% du pool total pour ces deux composés.

Dans nos expériences, des contenus totaux similaires en ascorbate et en glutathion ont été

mesurés dans les deux génotypes d'orge chez les plantes témoins, normalement arrosées.

En condition de déficit hydrique, de fortes augmentations ont été observées pour les deux
composés chez Express avec plus de 100% pour le glutathion et plus de 50% pour l'ascorbate. De

plus, la proportion de forme oxydée pour le glutathion est nettement plus élevée (35%) chez le
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génotype sensible du fait d’une quantité de glutathion oxydé nettement plus forte (8,04 en état de

déficit hydrique contre 1,60 pmol.g poids sec ™ chez les plantes témoins (Figure 28).

En revanche, la variété locale Saida présente une quantité de glutathion qui n’augmente que
Iégerement en condition de déficit par rapport aux conditions témoins. De plus, le taux d’oxydation

de ce composé reste trés bas par rapport a celui mesuré chez Express en condition de défit hydrique.

En ce qui concerne l'ascorbate, sa concentration montre une évolution tres différente entre les
deux génotypes. Nos données révelent en effet une teneur beaucoup plus élevée en condition de
déficit hydrique chez le génotype Express par rapport a Saida, avec également une proportion tres

supérieure de la forme oxydée.

Ces données montrent clairement que les quantités d'ascorbate et du glutathion varient d'une
maniére similaire dans le genotype sensible Express soumis a un déficit hydrique et elles signifient
que le glutathion et I’ascorbate ne participent probablement pas a la tolérance de Saida au déficit
hydrique puisque les teneurs de ces deux composés antioxydants ne varient quasiment pas ou méme

diminuent chez cette variété lors du manque d’eau.

Ces resultats sont quelque peu différents de ceux généralement rapportés chez les plantes
sensibles au déficit hydrique, chez lesquelles un appauvrissement du pool d’ascorbate est observé

avec une proportion accrue de sa forme oxydée (Jubany-Mari et al., 2010).

L'augmentation des niveaux en glutathion et en ascorbate, antioxydants solubles, chez la variété
Express dans des conditions de déficit hydrique, pourrait étre liée a un systeme de compensation du
systeme enzymatique (CAT, SOD) qui présente une capacité plus faible d’élimination des ERO chez

ce cultivar comme nous 1’avons rapporté précédemment.

Cette hypothése est en accord avec les approches pharmacologiques et génétiques, qui ont
montré une corrélation négative entre le niveau d'activité enzymatique et la teneur en glutathion et
son ¢tat redox. Ainsi, dans les feuilles d’orge traitées avec des inhibiteurs de la CAT, Smith (1985) a
mesuré une forte augmentation de la quantité de glutathion. Par ailleurs, des mutants d’orge et
d’Arabidopsis déficients en catalase présentent un contenu en glutathion beaucoup plus éleve, avec
une proportion tres élevée de la forme oxydée, lorsqu'ils sont cultives dans des conditions favorisant
I’activit¢é du métabolisme photorespiratoire (faible CO;). Ces conditions se traduisent par une

production d’une grande quantité d’H,O, au niveau des peroxysomes (Smith et al., 1984; Quéval et
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al., 2007 ). Par ailleurs, un autre type de mutant d'orge déficient en CAT présente des concentrations
plus élevées en glutathion et en ascorbate par rapport a des plantes de type sauvage (Palatnik et al .,
2002).

Role des composés antioxydants lipophiles de faible poids moléculaire dans la réponse au

déficit hydrique chez les deux variétés d’orge

En ce qui concerne les antioxydants lipophiles de bas poids moléculaire, nous avons mesuré le
contenu en a-tocophérol, composé représentant généralement plus de 90% de la teneur foliaire en
vitamine E (Foyer et Noctor, 2005). L’a-tocophérol joue une fonction importante en tant que
composé antioxydant en relation avec le glutathion et 1’ascorbate (Foyer et Noctor, 2005). Dans un
méme cultivar, des niveaux plus élevés en a-tocophérol sont généralement corrélés a une meilleure
tolérance aux contraintes osmotiques telles qu’un manque d’eau, comme cela a été constaté chez des
plantes transgéniques surexprimant des genes impliqués dans la synthese d’a-tocophérol chez
Brassica juncea (Kumar et al., 2013). Des travaux menés sur des mutants d'Arabidopsis dépourvus
d’a-tocophérol ont révélé que ce composé empéche la photoinactivation du photosystéeme Il, protége
les lipides membranaires de la photooxydation et intervient également dans un autre mécanisme

antioxydant, le cycle des xanthophylles (Havaux et al., 2005).

Dans des conditions de déficit hydrique une teneur nettement plus élevée en a-tocophérol a été
relevée chez la variété Express par rapport a Saida. Nous pouvons donc conclure que ce composé
n’intervient pas dans les mécanismes de tolérance au manque d’eau chez Saida, mais qu’il pourrait

avoir plus un role de limitation des dommages chez Express.

Dans ce travail, nous avons analysé par ailleurs les contenus de différents caroténoides, et
notamment ceux impliqués dans le cycle des xanthophylles. Ce cycle, durant lequel la violaxanthine
est convertie en zéaxanthine par la forme intermédiaire anthéraxanthine, entraine une dissipation
efficace non radiative de I'énergie lumineuse dans les thylacoides (Jahns et Holzwarth, 2012), et par
conséquent la préservation des membranes photosynthétiques vis-a-vis des dommages oxydants
(Havaux et Niyogi, 1999).

Une réponse différentielle a été également constatée chez les deux génotypes d'orge en ce qui

concerne le contenu en xanthophylles de types anthéraxanthine et zéaxanthine. Ces deux
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caroténoides, qui ont un r6le photoprotecteur, présentent une teneur significativement plus élevée en
condition de déficit hydrique. Chez le génotype sensible Express, la teneur en anthéraxanthine est de
I’ordre de 105 pg.g.poids sec™ contre 60 chez Saida. De méme, le contenu en zéaxanthine est quatre
fois plus élevé chez le génotype Express (environ 170 pg.g.poids sec™) que chez Saida (40
Hg.g.poids sec™). En conséquence, lorsqu'elles sont exposées & la méme période de déficit hydrique,
la variété Express affiche alors un ratio deux fois plus élevé pour la quantité de xanthophylles

photoprotecteurs, (A + Z) / (A + Z + V), par rapport a la variété Saida.

En caractérisant deux cultivars de blé différents pour leur niveau de tolérance a la sécheresse,
Loggini et al., (1999) ont également observé, de facon trés intéressante, un rapport (A +2)/ (A +Z +
V) deux fois plus élevé chez le cultivar sensible dans des conditions de déficit hydrique. D’apres nos
données sur l'orge et celles rapportées chez le blé, nous pouvons conclure que les systemes
antioxydants a base de caroténoides de type xanthophylles, ainsi que ceux impliquant 1I’a-tocophérol,
constituent probablement des mécanismes de défense chez les céréales lorsque des dommages
oxydants prononcés se produisent. En effet, les teneurs en ces composés varient de maniere moins
marquée dans des génotypes tolérant le déficit hydrique par rapport a ceux sensibles a cette

contrainte.
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Conclusions et Perspectives

En considérant toutes les données obtenues dans ce travail et en les confrontant a celles
rapportées dans la littérature, nous avons pu mettre a jour une implication distincte des mécanismes
antioxydants dans les réponses des deux génotypes d'orge au déficit hydrique. En effet, nous avons
constaté que la sensibilité d’Express, par rapport a Saida, est associée a une plus faible capacité des
systemes enzymatiques de types CAT et SOD, mais aussi a des quantités beaucoup plus élevées de
tous les composes antioxydants solubles ou non de bas poids moléculaires.

Comme proposé par Quéval et al. (2007) pour les mutants dépourvus de CAT, nous pouvons
présumer que le déséquilibre redox en raison de la capacité enzymatique inférieure chez la variété
Express déclenche la synthése de composés antioxydants de faible poids moléculaire comme le
glutathion, grace a l'activation des voies de signalisation en liaison avec des concentrations plus

élevées en ERO.

En accord avec cette hypothese, le stress oxydant chez Arabidopsis, généré par des ERO,
conduit a une augmentation de l'expression des genes impliqués dans les voies de biosynthese des
tocophérols (Collin et al., 2008) et de l'ascorbate (Dowdle et al., 2007; Mdller-Moulé, 2008). Sur la
base de ces données, nous proposons que chez la variété sensible Express les composés antioxydants
non enzymatiques de faible poids moléculaire sont induits du fait de la modification de la teneur en
ERO découlant de I’activité moindre des systémes antioxydants enzymatiques. Cette activité moindre
serait associée au phénomene de déshydratation cellulaire qui entraine des perturbations du
métabolisme et des dommages a toutes les macromolécules. Chez la variété Saida, les systemes
antioxydants enzymatiques pourraient étre mieux préserves dans ces conditions de stress par des
mécanismes restant a définir. Il est également possible que 1’expression des génes codant pour ces

enzymes soit maintenue ou stimulée chez Saida en condition de déficit hydrique.

Il parait surprenant que les composés antioxydants de bas poids moléculaire soient plus
abondants dans une variété sensible aux contraintes environnementales comme le montre notre
travail. Mais ces composés pourraient constituer une ligne de défense secondaire par rapport aux
systémes enzymatiques qui seraient dans l’incapacité d’équilibrer 1’état rédox de la cellule et
d’éliminer les ERO accumulés. Les composés antioxydants de bas poids moléculaire seraient ainsi

cruciaux pour la survie des cultivars sensibles.
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L’accumulation de ces composés pourrait ainsi étre considérée comme un marqueur de stress
oxydant et des dommages consécutifs pour cribler des variétés sensibles par rapport a d’autres plus
tolérantes. Le dosage des hydroperoxydes de lipides et I’imagerie du stress oxydant confirment les
atteintes et les dommages oxydants dans les plantes du génotype sensible Express en condition déficit
hydrique alors méme que ces plantes présentent des contenus plus élevés en antioxydants de bas
poids moléculaire. De plus, ces dommages paraissent se maintenir méme aprés réarrosage, ce qui
montre la difficulté de la plante a récupérer complétement des effets nocifs des ERO non prises en

charge par les systémes enzymatiques et la nécessité d’autres systémes antioxydants.

Mais nous ne pouvons exclure que la variété tolérante Saida possede d’autres protéines ou
systemes enzymatiques qui seraient plus abondants et lui conféreraient ainsi une stabilité de 1’état
rédox cellulaire en condition de déshydratation par rapport au génotype Express. Une approche de
protéomique comparée pourrait permettre de mettre en évidence ces protéines et de confirmer ou non

cette hypothese.

D'autres travaux sont nécessaires pour valider les rdles distincts proposés dans ce mémoire pour
des divers systemes antioxydants. Il serait ainsi intéressant de valider I’hypothése de 1’intervention
des antioxydants de bas poids moléculaire comme ligne secondaire de défense en comparant leurs
contenus dans une nombre plus €levé de génotypes d’orge différant pour leur niveau de tolérance au

déficit hydrique, mais aussi a d’autres contraintes osmotiques comme une forte salinité.

Enfin, notre travail suggére que les systéemes enzymatiques de types CAT et SOD jouent un réle
essentiel dans la tolérance au manque d’eau chez le cultivar Saida. Ils ouvrent ainsi une voie de

recherche dans le but de :

v sélectionner et/ou générer des variétés d’orge plus tolérantes vis-a-vis de cette
contrainte par différentes méthodes comme la modification de I’expression
des genes codant pour ces enzymes antioxydantes (par des méthodes

biotechnologiques de type transgénése)
v la sélection de génotypes présentant naturellement des niveaux élevés

d’expression pour ces enzymes (par des méthodes genetiques plus classiques

et des croisements).
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15 -4y -cdd plazis were suboected ic worter Jdefice for § deyn and them srectsred, W sheamvand thai cpan
WwIier TS Seprems enbibes mermmred i Saids scerlersied wiking ared a Righer bevel off coddoxtiee stvems
awabyied by HPLD mesnrernesis of lipid pareridsion mmd by reaping tecbrigue In mralk Sepms
phrm dea deplay lower rveh o cesloe nd operosds dormuine sctvity. He pree dfermor wan
aneyed TrErding pereniredexine and metbiovine s orids redudasn,. moymes diserd ying peread-
dm md repETing Eoimins, Fraly. In comtrael, upen seEsT direne ard ceoovery, mech
higher comivmin e snilasbien raiios of pletsibione el Desrbsie werr mesroed in Expren samparad
oo Sefch. Expremn abes whown during woist defick preie inceeme inthe pocds of Bpephilic antiaddans
likr mnicphyl caratemoich and o-tooephersl Alcpetier, thmer tai sheosy thai che Sfermsisl b
ior of the fwa pmotyps ralvey distrel resporme regandng s cddasi mectamiors. ndeed, B
droophe v v b= F Erpress cormpernd witth Saids v oovoci pded 'wi th ood d v darra peand a | owers oy~
rrutic BDS-reenpng capacity b in peralle weich 2 reoch sironper eshonesrmest of moed mesckarsmmn
irrepdwing low-msisrele wen e s dene compeerei

O 511 Bevier CrebL A righis vesrvd.

oeredls, bariey (Hoeseum valpore) & one of S mos widsly -
tivaied species around the workd. Thasks o its diwersi

Waner regilats liny, which is mesnly inSusnoed by Saciors relaied
i w0l amd dEmaie, s 2 mapr determEseni of plam hand a
iTitical [acior in sgmiculiare [Hlom, 3005; Nemsmann, 20031 Among

AbEr rimsore: ML prorbsr ad: (AT raisleer: D debydronmcesmir: S594
s arer O, Lpeoyprrusr: MrtD. owrth orins m Pl M. mrcheaiar ol
oy reducizen: fra precirvdoi s FIS ocevw exyprn apecie 00 mpe v
domwtsr: T, Sharrdana

4 [ormespoad pg acthar 5 Lebeegiear J Tosplnctore Eobrbser dm Mamrn,
Himm T8 SAVMI [(Ei-Ceaxacw 11106 Laim-fakle-Doexr Cedm
Frarew. Tel: <10 & &1 1547 T B o300 4 40 15 T4 B0

-’ by perscal il fr [ T Byl

T e addren: [wision of Geneticn, al Mndcin
Woree'n Howpial asd Harvasd Med il Srheed, Boese BUEE21 S LISE

DT 16775 - wer fremt woemer £ 3011 Elerwier SeiEs Ml righa seerreed.
hiigdedol oy’ 1010 & piph 2T T2 15008

bariey exhibe 3 remarichie sdapl bty b a wide rasge ol smy-
nuEmEsEs from Ztic labiindss @ ropical e, Jad Jkoe of Bigh
altinkd= (son Eothmer & al, J00A) This diversty = 2wzl
sourre for crop improvemens, and comsd beies 2 fundamenial basis
i sindy the proceses of Jdapa tion and (o dnm.lg-muin'atml
in siress Solerance. Eariey & exiensiesty oulliv, the Mediter-
rAneas ardl is generally rasm fed, thensione subjed=d oo
highly vamable and ofiem weak rasfall paitsns
Adapiation o waier shoviage & achiswerl ab & mobsoalar,
e hemical. physi aned anaomical Evels. Kumesos shud-
is5 dEmousiTsd S Chnges i siomatal rondoctascE, wales
and suiriest upiake, hormones, comoiyies and aobiodamts playg
imgrtant ks in plast inleranoe o drought Cingram J=d Barsls,
1995 Cell geoweh amd photosymithetic meQbolism are Jmong
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the primary prooeses affscied by waber Sl (Cloess, 1591
Drougst s=ess conddianes k=an pemeraly i substasiial owidative
damage (SmimaiT, 1953 ), which garily remls from imgsi rment
in phoioysibetic machisery. Indesd, 2 decrease in photosyT-
mmhmnmmwmmdmr
ﬁm o limibsd OOy difusaon tarough stomata (FAes
1 A5 & monssquence, plants are expose] b En EXosEs
arlgi: which casned be cormesrted imio Biochemiecal
Iml.:lhﬂh:hp‘nﬂdtldrﬂtﬁrm?nmﬁh
(RIE) (Demmig-Adams and Adame, VEZ: Foyer and Nocioo,
05)
Hﬂ:mm:m:ﬁuﬂmd.mlm
o e st | rmiqn'l:-ig:hbmtl:ll:ﬁ.
which are abie o o Al maromolerules within o=l and
impasr mezbolizsm. They diplay vamious hypes of well-inows
=4 S lile supemuide damuobaes (500], 2ia-
lanes (CATS) permoiines (Aps aad Hirl 20041 Foether, they
disn poeses momeroms owr-moleoular anteogelani oom-
o &5 ther soloile Bike ssrmetote aaid or lipophikc
like @moirmnids and incopherols [Morioe and Foyer, 1998; Hovaux
and Neyogi, FOOD: Hawaux =f al, J005) Many repors demon-
sizaied &G these participate in regpomses of ceredls fo
waler S=Sril. For isstance, Loggani = 2l {19990 showed 2
oment in reptanthin, 4 caroenosd isvolved in lipsd
I dissipation of non-cadative ERETEY, in 2 semmilive wheat
oaltivar oompared o 2 blerast one. Corania = al (2007 Gden-
tified drought-induced @Enss in rice and obsereed that genes
500 and CAT soforms are up-regulaied i sespomse
o water deficil. Accordisgly, in wheat, drought indoces By
acoumrl siom, (AT pene expresson and CAT acitveny [Lena =f al,

2005 | Eelamesty bew data are ovalizble ANt Ty
oM in resporses of Barkey o waler defil. 3 penes
specifclly sxprezed in mierant oaltivars, seweral
enrnde probesms imechved in deloeiScaion of -induped oom-
pounds like ne-Siransderase

dempimgenase,
ummmmmmct;mh
other mspecis. thinl mcdoerductases, the acivisy of wiich &
Bassd on redox-adive oysbeines, haee besn recenidy found o
participate in the plast astioidist nebwork (Rey o al 2005:
Wieira Do Samios and Rey, 20061 These snrymes inchade thione-
dmizz (Troe ), which Sansier reducing poweT (D protsin Geges
like perorsdoNing (Fras) ssvoleed in desmcScabon of organc
permcides. Inferestingly, the CDEFIE Tor, wiich prevesis oxira-
e damape [Enoin & 2, I00ZL i inducsd by waiEr delol im
Solanaceas (Rey et 2l 1098 ) and the abundanoe and redio states
ol some P bypes e madied in resporee i0 doogst in Ara-
Deadopes [Gama et al, 300 Bey etal, 30071 Tos are aiso able to
I LCE SIE T TN ST F D e LCLEes (MEEE ), @ MIETeS TR -
aling methionne Som meiisionine solfmide | Mei: Tamagoet al.
20091 Woee that Met meidation in profeins could panscipaie s
S savemging (Levins ot Jl, 19951 In ceveals, the kmowledge
At e smivemest of thil oxidoneducizsss s droegst sires
FESPOTEES & very poo. Only e expresson of 2 T h ha
been repovied B0 be Tigpesed by water defick [Cora e al,
20Tl

In Hiis we imesligaied e mplemesiation of wLrioe
aninidast nysiems s the responsss m-deoughiof tweo barley peno-
ypEs repoiEd B0 dsply 3 oonirased belovior: ENpreEs, 3 warey
fierwm {0 b serecive o oweaier deSci (Arnaw etal, PR jand Saida,
d iolerant Al lardrace. W showr Bl when sxposed o waber
defril for wme period, Express exhibits compared b Sk
acrelenaied wil b ng amd oucda i ve e We then isvesSgaied how
aEinndmt merhansms imeiving well -imosn RS-

ez ymes, Siol reduriases and low-molerular weight ompo
ether soluble or Epomhiic are imvnived in e distinct esponsss o
drought of (e hem pEenpes

Materials and me hosds
Foni material and waler Fegine cons nsm

Twi Hovdeum wuiigore L pemotypes were chosen baeed om dif-
fezential iniEsance (0 waber stres. Seevls fom EXpess, & waresy
senstive o deought [Amaw &t al, 1997, were chiined Som
515 [Wia Werandolz San Lozam di Savena, lQlyl Seeds Som
53ida, = Algeriam landrace ioleramd fo droughsi, were obined
rru'nl'ml:l:lrd:lhn Technique = Czandes Culiures, EP BE EL
Hamrach, 1 Afer sowing im pols conmiadi the
sdIme "F'i"' mmumpm-l:ﬂm
eoilled vl:-u'li:i:ru of bmm:l:un: RS A-C, dapnagail 1
[A50pmoi phoioes m-5-1, 12 h photoperiod) and a@r Bumi
[20%] in a phyiniron Seven ssdings wene gmes in 2-1 pois. &l
pois were simesty waiensd will the Sollowning Seq 2 days
Wil tap water and the 3nd day with 2 Colc-Lesaim? meTitive solo-
tion (Cosc and Lessint, 1071) Fltesn doys after sowing [dth beal
slage] thies raamene wees appled one grous of pams W
Feovwm under oplimal waizrisg for B dayes (ooninol ) and 2 ssmond

Was S ried o waler sines by withSoidisg weiering for 3
Sobz=gquenily, some s iressed plasis were re- f=d for 3 or
B days. Leaf relative waler conlent {WC] was detemensd imme-
diaiety afer samgding. Fisoes from young well-egendsd i
were weighed i determine Iresh wesght P and then immersed
in dstilled waier for £h 2t room femperaime. Leawes wese Hen
hitted o remoes waler amd B0 mESUIE waker srmgied
[5WWL Then, | el sampies wees dried at BD=Clfor4Eh lnmea-
sImE oy weeight (WL Leal W was defermined 2= Sollows: eal

VT = [P — T [ — VL

Lipis perandation mersremenis

Lipad permeidation was ssese by HRLD anakyss of pdeomcy
ey acids recovered Bom leaf Gssees afer riphemylphoaphine
reduciion sad wponfication of iotl lipids, Leal piscss (ILSg)
from Four plants were samplsd meeen in Gouid n and
siored at —E0=C. Exdartion was achieved arroeding o lilket
Hlllxl]-ﬂ.nniin:lllmpllm:ﬂ:lj'mﬂmmmlm
HPALL (Wabers Alianos IE00 and Dual Absorbance Detemor 24807,
S3imi-Quentis-en-Yeelines, Frande) using 3 Zorbex m-Sil oolumn
[45 =250 mm, S-pm patice sice, Hewle® Fackend, Les Ui
France | isorratic e ks wits T Ie20. 31 20080 i wiv) hexamesdisting
ESeraretic srid 2t 2 Now raie of 1.5 mimin-!, and UV dessciion
at T34 nm RDS-mesdiaied lipsd peroadation wes evacied Som
e leveldl of different frienoi acid (HOTE) =0-
rnu: IE 10, I3 Eeineadmnic a0id o imermal

aL]m#LLm-mmn:d.n-lﬂiﬁn'l
ﬂmmwm of 13-HOTE afer suberaction of
rapemiac 13-HOTE (afiribotabie 0 RDS-medated Eped permoida-
taon | &= swpizined in Montilet =2 ol 2004]L

Avinrisesomoe imagicy

Lipad pesmcdation was vaolzsd = leves sy suimlmi-
MESSENCE i previously desoribed (Havaux ot al, 2008
Birtac =t al, 20011 Spontaneous phoion emission dus o spon-
[ameme deromposizion of Epid peomcdes was seoonded 8 moom
EmperaIE N J hegely sensiive SongE ruplsd devics cam-
3 [WersAmray LNPOCD 1340- 1 5008, Roper Scienbific] wits 2 lguid
nifrogen coolsd sensor o reduce thermal noise and eschis mea-
sremes of faist light by sigral integeation | Haoqux =f a1, 20061
Treaied plasis were dari-sdapeed for Zh before imaging. Armuisi-
Eson tirme was 20min
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Hylz decarpasiisn oty

Ty E-rm diameter leal discs were nd & Bouid nesro-
fEn and e powder resiEpended in 500 L S0mM Trs-HO, psH
4. TmM phemyime thanesulomyl Moorids [PMSF. Alter cesirifiga-
Sion {16000 g 30mis 4°T] Se mpemaiast was rapidly med
Bor ETymalic Imay. Hy Dy dermmpositon Juivily was mononsd
specirophntometricaly ab 240mm Sl e method of A=hi
[E034). The reaction miture montained 50mM pobasiom phos-
Phaie buffer, g 7.0, 20mM H;dy (Sigrme-Akdrics] and 5 20l
spETaiant in 4 fnal wolume of 1mil Cculations of JoEvity
e achieved aorordiag o Aehi (19841 Peoiein roncenitation was
mm: bicinchomnic rid sy (50 Assay Resgemt

m

SO0 exnyeatic sty

Frozen |eaf dscs wees gromnd in lquid neirogen and sxizaclion
ol sniubie progeins was peiormed 21 4=Cim 1 ml 5YmM Tris- HCL
P B0, 1'mi FMSF. After cemir [ WE000 = i, Timmien, 4L
S supeTa ani wes sioeed on ice and uesd within atew hours. Pro-
(B romcenin tion sas determinsd &5 . bove. Total SD0 activity was
asayed specitophotometrical y acoonding bo MoCond [ FE9] wming
xamzhins easifine oxsdase.s.2 SySEEm FEnerati ng wpe ride rai-
calls ({09 L The reaction mixzare [ 10 mi] cetEned 1 S5m0 Smld
phosphate buSer pH 7.8 01 mM EDTA, 75 ml I mbl xastiine,
L5 mi 1 mM optocinormee o soiubom, 20 ] xanthime o soiubom
(Sigma}and 3 pl supersatans from |eaf exira s The absorbome was
read a2 3501 at 35 -C The redocSon rale of cyimdirome c in the
dirgence ol supermctant was psed 252 mnizol One mmit of 500 -
iy v defimet as the amoust of encyme ishisiting the redaction

rate of rysoctrome ¢ by ST i the coupled system with xanthine

500 activity was abo imvestigaied wming 0 g Il posin
sEparatsdusing non-denaiurisg g=l electrophoress i Tris-
by Beauciamp and Fridovich [T} raly

e
&1 al. (I00E) Activity was revesled by inoubating in the
dari for J0uTEN in 245mM mitro biwe fEtraeolinm, asd then ina

JEmM phospiaie boSer [pH: 7.3) containing 18mM TEMED and
2EpM ribofgvin. Thereafter, the were Exposd b imbemse
wWElE light Jnd quasiEsc tos of imiEmsity of besched SO0
:ﬂsummnwuﬂmw:m:mﬂ

Frztein evirocnion, S0 PACT sed W ester bisming onafysis

For g2l peoieim exitaction, fnecen leqves were ground in g-
mid nizogen and the powder was resmpended in S0mM Tris- HCL
P B0, I'mi FMSF a0 cesiritapged (30,000 = g, 20min, 4=C). Sol-
biE proisin weee precipaeed ot - 200 by sddiag 3 wolomes of
acmone o the sepematast. The profsin mnbent was determined
o derribed aboree. Probesss were separaied ming S0S-FACE 13X
[wh] g and sscrotrassiemed onio 2 nEsocel ulcse membnane
=an ation). For AINSEHT and pople WERAS (Wi Do
Samios ef al, 3006L WerEm Jnahyses wese carmisd oul iming pri-
mary antibod e diutsd 12500 and deteried a= anti-sabibit
pGalicline thjmﬁmlﬂ.l 10 0D Aed-
o i=s rassed Jgainet AL (Eroin et al, I003 ] owes-oidir sl
2-Cys Prx (Rey e 2l 200 ), popiar P Rouhser et al, 2004 and
CAT [Agrizera, Wisnas, Sweden) were diuied 1210,000, 123500,
13000 and 121000, respeciivedy. For theses four sera, boosd anti-
bodies were deferted b GED=m 1sing the goel JsisrahiNt "Aema
Fuo® 3 fom I using the “Ddyszey miraesd
Imager™ rrmquLm'-:L.m:Hn. ME, L5AL "E

Todal meThsonin e s an e Fesloine JEVY Iy

NER acEvity in barley leal exitacs was defermined. by mons-
boring e redurtsos of the pysthelse subsirze, daboyl- MetD), inthe

presence-of dithanenyshi ol (OTE [ Langies ef 2, 30700, Sriedy, alter

hiend ing =awes and sesopersion i exiracton bufer, the comemn
in =0l profees W determined a5 above. The seartion wes
insEied by 025mM B 3 maee oNmain-

ing 15mM HEFES, pH B0, 1imid ., HImM KO, 20mM OTE
and 300 g l=af proteine. The readion peocesded &f T7=C for Ih
andwa stk g 00wl Ethanol:aoetase Bulfer 2Dmk,
pH 46 (S50, wiv ] Alter cesirifagation (V2000 «x 30mes, 4]
e supematant | 16D pl)was anahmed rrd.i:rrl-ll:l-:ldahql-
mmmm;clummmﬂl
Mai=rs, Mafonl, MA) aretads bofSer 20 mB, pH 406, and srefoni-
imile = elment (Laoger =t al, 000

Cerermingnon off Finlondace oon rend

Frozen keaf disos were ground oo 2 Ane poweder sad eximacied
in Elpl E3mM dethylens friamine-pentaacetic abd |OTPAL
Al N-acepyl-L-oysieine and 015K irsfuoroeretsc acid (TRAL
AET o fuga s (15,000 « g 10mén), the sup=Taant was -
tee=d on L2mm mylon membrane. 125 pd were added io 325pl
affer & (EIms DTFA, D28 4-42-hyiromyetsyl - piserar ine- 1-
progens-sulfonic srid pH B2} or affer B (buffsr A+05mM

eiEyliphospiine ydeochlomre [TCEFIL For mes-
sipemems of oomlent, samples i bulffer A wens mmedabehy
alkiaied with monotromobimase i ao=tonitrie at 2 fsal on-
ceniration of 500 pd and stabilivsd by adeing 150pl cold 1M
meethanesul fonic acid afer 31 min inoubation in the dark For mes-
sirrmems of imal plulzisione, sampdes in bufer 2 were dlkoplaied
Tor 45 men b noom iempesabire. 20 pl were analye ed by HPLC o5
decribesd by Colbm et al (1008 ) The ooncemiraiion of modized
Fulatsions (CESG ) was clcnkabed 3x e STerence bebween ioal
Fulatsions and reouced] gltathone | C5H] values

Dererminanon off asor bate concend
Amorbaie oonient was deirmined ming an HPLC-tesed
method (Haeae =t 3l 20051 Two QE-om kol disrs

wese prourd in 750ml chilled 458 mefaphosphonic acid. The
moleie phase used fﬂ'ﬂwnrﬁdﬂ dissled
water aoidiSed in pH 25 with 06 nd the Sow s
was [LES mlmin-1. fecrhale was detecsed by Y aborplon 2t
HM5mm. For mesmemens of redered s [ascorhic srid
ASCY, 30 ull eiract wras immesdia iely inpscied in HPLLE for amatysis
Tkl asroehaes [ASC + masawhaie (DHA] was determined
it reduction at 2 final concesiration of 10 =M TCER. The mixune
W IS 2i room [Emperaier in dhe dark for 4 B befoee imjection of
A pd for AL analysis. The rosceniration of DHA wes caboulaied
& B diSerenoe bebweren iotal ssooetess and AST walees,

Mgt and locsphe aeols s

Leal s (DE-om dameter] were fnxen = liquid nitrogen
and eept 3t —E1C besione anaiyss. extraction amd HALL
wese monductel using e method desosbed by Dolin
et al | 30HE L Camenoed [neomanthes, volocathing antheraan-
tn, luizin, rencnihis and @-carotese | and Chioropltyls @ amd
b weere detecied af 445nML - and o- booophesol were detscied
by Nuoresrenoe 3 See= FSEM nd Lew= 3480 nm. The degees of
e -Fpmtidasion of xan I COMponens: WS Sopresed
= =APW+ N =T where T sz exeanthin, & & Jebseracnthin asd
W e ol vamiBin
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MNANzos wal (Jouwnsd J Mont Moesieg 170 (20 180 &5

= Tade
Salda Express Leal reative water cocteee 0 bea! toeaes of ks 2ed Dpern turey proctypen
. utwowd o water deficit d rvwateTeg
Rurley peaotypr Lt lzivw wawr comtone
Cootzod Water deficit Frwsxarg
b* ] &ix Qi L.
Qpmo & ix Tix K.t
umanl—-in.mnhaunmmmmm
wey peri wing kX peon Doz pocg vl apasdat kv

{2 beant V0 plerex Deoxx 7 plaety per experewnt) (el well- sawmd plaoes R
213 dayx waer celicit 15 cay oif s wiyected B water shortage b § fayx
wactrreg doege-wrroed Fa watered br 3 dan

* Sguiicanty dfeses Irxx the valkor & Salds plasts with >« 005 o)

Stodston salyses

Experimests were compietely random-desgoed with at least
thres pots per penotype 2ad per treatment. The Studeat’s [-2est
[SgrmaStat) was wsed to compare the mean valves of dats cbiined
with the twobriey genotypes subjected lodifferent water regimes.

Resules

Control Efects of wuter dsict on Doriey EXress asd Sdo plonts

First, we imvestigated e effects of water defict om the two
harley peootypes growa in piyiotron conditions by performing
Vsl cberrvations and leaf relative water comem (RWC) mesure.-
meres in four independent experiments, Under opeimal watering
ronditions, Express and S3da plants display 3 very comparadie
developmens (Fg. LA) and 2 sitrelar RWC (JEX) (Tabtle 1) In con
ditions of water dehc, plants dspiay mrq aner 3-4 dayx, the
Express plants beiag moee ATecied cormparad © S3da plasts, At
the end of the 8-daystress period most leaves, except the youngest,
were severely wilted, particularly im Bpress plants, which exhibit
a higher rumbes of keqves turning yeliow (Fig. 131 Accordingly. 4
more drassatic decreass i RWC was chiserved in Express, since we
measured eal RWC vaues of 43X and 32X in S and Express
plans, respactively (Table 11 Foliowing rewatering, both ot
VS rapidy recover snce after 3 days they display leaf RWC
vaises (96 aad TTX) very close 50 that mesured ia control plams.
Note that thess megserements were perfrmead esing fusgescent
leaves Compared to 53183 retrpanated Express plasts daplly 3 5§
nificatly higher number of legves entiredy or partly necrotic or
showing dried tips (Table Z: Fg. 1Cand O Thess &3t clearly show
more damage in Express, compared (o Safda, ween sbiected to
simmilar conditions of water shortage. ‘I‘cy are in fall ageeement
With e @3 reportad by Ao et &L (1997 regardiog Express
senstivity ©© droughit comditions

Liptt peraodations kv

Then we investigated whether wates shortage and rewier
ing were 2o0oped Wit oxidative stress and damage in the two
contzasted varieties. We Nirst mezsured using HPLL the Jewed of
lipid peridtion generaied ttoough either ROS-dependent or
lipoxygenase (LOX)-medated mechansms. Undes comtrol condi
o, both barley genotypes display very low and simiar levels

Ry . Pacvotype of Rapeen o S3d bariey plists wiyertad o water delicit and
e eg (A Contoal Well wadared planes b 15 dayx | l‘u«m 15day

oid plasty mtjertnd © vater sdortage S § dayx iK)
wmvmulmﬂ:'udl'ddmu_phommhl
dayn Fowr deporde® ogwt EweD wore periormaed a0 bead = wendur ety T
orzoge arrowt plcxy pelow 2o pecTess aver & water arveed a3 rewatered

plmy
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Takds 1
Framber of lerer £ gl aying Leged red or mresasie e | o e 200 of the o)

i Saieh o] Eapern iy plem mizgeed iz wam drfice xS reesimed

Rirlry g Hamisr of danaped s
Saa 154081
Lxprn 1EART

Oy seir prrfcemed o plomm whennd iz soer deficr b B dnm, 15
gy o esving Jnd ressred b Bcap [T plarss pe preenype L
*= Smlcagdy 4 feerm free e vl 0 Said s plopty winh o= 0000 | ool

ol hyboey &atty acids [HOTE] generated by BOS (Fig. 2AL Lpos
drought conditions. HOTE l=wvels shphbly wary in Sada wheoeas a
Euge inceRase OOCUNS in Express | Al-ink moes oompared (o con
ToiL Most inteeestingly, Expres planis sl display 2 much moee
et bewsl |2 5000 AOS—induced pid pesooidaison than 5aida
s durimg recreery (R AL In paralkel we messured e v
ol Epid peronidation carsed by e sctivery of LO0Gs, wiich might
be relaied io siress sigmaling [op den Camg =t al, 30031 5a0da
anid Express plants display s miks conbesibsin LI -inducsd HOTES
in ool conditions. Upon waler shorlage, an NCTsseE oooirs
in both wariedes, followesd by 1 deorsrs parSoulardy in Saida
These HPLC daia show that during waies siness ool 2lso Followe
g rewaRering, Express plams disploy sieomgly inceased levels
ol Bydrowy Famy acids, mainly originating Som EOS-dependent
o Hhrerays,

The degpee of oxadative siress in detached tarley Enses was
a0 ireegtgated Nsimg JuinilmEnSsCAncE i MEging. Ths Ednigue
meees the fEint hght emitied sporianeously by plams and
originating Som siagiet ooygen and exciled tnipiet ssaie carbomyd
goups the by-products of show sposizsems decompositon of
Giped penmides and endoperoades (Haeaum ot 2l 2006 Hirfic
e al, 207 1L Inwes] - watersd plans, no sianal of Jmiohesinerraoe
wer detected [data mot shovwn ) Upon weeker et and mewas
Bring, & srong signdl was obseresd in Express plams, but not
in 5dda (Rg IC and daia mot shows]l These imasing data o
mmsistem with HPLC mesurements of hydroey Tty scids and
reveal 2 high leee] of moidaSee giress im Expeess plams subjectsd
o dooght siress and inderesiingty, ako during eomerg. Alio
gether, mvesSgations tesed on HALE and imaging show that the
sersaity of Express bowaler deficit & associated with oxidatiee
damase
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Tiv gain irsight imeo the parlicipeSion ol Jstovdast mecha
misms o the responses of the S0 barkey vareties o drooght,
we rd imesstigaied the activity of exymalic Sysems sy
emping hydmaen permeide. Hyy decomposi Gom acavesy in plant
exiracs was evaluaisd by Sollowing specirophoiomeiricaly the
dermeas® in Hyd, roeceEniration a2 240sm in reaction ALy
mtaiming leal solpbls motsire and HRDy (AR JAL The Hply
deomposition rabe mesured vsng s method mainky origi
mabes Som CAT adtivily a5 shoown by Quewal = ol (2007 =
B¢ charateriration of o nockowm Asabadoress muizst Inoon
ool onditions, Expeess planks dsplay a2 signiffcamly highes
ievel of W0y decompmition activity than 53k4a (175 agaisst
T3 ol Hy 0 g prot -1 min -1, respactive by L Upon wrales defios,
oppoaiie regalis were notiosd since am inoEsE I activily ooors
in Saida (ammi H0wmol HyOp mg prog- 1 mis- 1} wiereas the
acEvity derreasss in Expres (150 mmol HyDy mgerot- 1 min 1)
[Fg. TAL ASsr rewpiering no great changs was soticsd in the
By sravenping Capecity messursd in both coltivars comparsd
i Wi steess comditions, seoepd a slight incresse in Expoess We
e irresstigaied CAT sbundasce in berley laves using Wesiem
ot amalysis o Fig. I8 and CL We obssresd no-chasgpe im0 CHT amouni

. E Lgdd preoocieea in iesse of Expons o Saids nriey ploom sasgeeed iz
sawt drfcs asd rreerneg (A Dakren of FE-cedined §pd prrees o
HAL -mrscrrawas of the s of da dfform: hdorpsodeaoesss anid
THITE oo, iz av seemn o ¥ replcoan, ™, & B vabr aagadicamis
daflirrme from g Sekds vl with ps DO r-imn L L Eabamea of LITX - oeed amed
kpd prroad e HALC-mroerreeer o 11-H0TE recam afr mbinssea of
raorrma 13 HOTE | der B0%- maedisnrd mrrecadsiion) (s por mearams 3! ] replecsirs.
g ol sponcre e sl ol mrearmor 18 rsrsed Loz amd Dpren phiao
Ther [eher rober sl o e wsmsl ey ram vy low (B o ey Bagh
o -

in Express plants doring waker deScil and Moilimwing rewalerisg. In
52 plares, 2 subsiantial inorease | . 418 im protesn abundanoe
was noticed during waier siness aad no chenge was obsereed afies
remyery. Alicgether, these dala seveal 4 diSerestizl response of
e e culbvars, sisre Hp screenging capscity and CAT abun
dance are mndceaily imcreased im SR upon weker sTess, bul ot
in Expoess.

To imesstigaie superonide SCIVENEnG Capacily, we first mes
st 500 activity il eaf exizacts msing casiSine amthine omodase
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Meramrrreeres o Helb does postion sotivicy swer peris

rally m cmaeribred (2 "Viemrish oxd e ey rrraom from yoaag

lrrern Do aor seee valom @ oesnd e drvasomn feee ot h.uha ixrprEre aprarsa (1] Wesre sashyss of cedhor soes rer e siey ed e hube proran
T3y pet b | wepara i by 500 PACE (0] Crums Bysea of cpabier pesrie axeere Feee Weeers den iy g Lieee by wfweey ambyua ol e fees tioew
ndepeacem e paiare e anskyerdl Ceaend (0 £ owwrl seeered plaets e 17 drpe soer Selicr [e] 0 1 Sdeyald poaem mbererd oo sore o By nrsaaraog
TEr & rowghi-roroed plesty wered fo ] doyn® e ™t [apren seler @ geficaedy diffiee e che Seicl valor invdw uew oexdbeioa wid g -0LE o prOL]

rrapr sty -l

0 pemenie supside amd ol e @i of redudion of
oyichnome © at 550 nm by speci Ty In s s
of Sida plasts, 50 marked rmuld be oheereed im 50D
ity & 2 Tonction of wRiETing regime, Sare om sty of o
15 mils mg prot ! was mesured inosteo, stremedand
rewatered planis (Fg. 4AL = striking conirat, the measwed 500
Aniviy in Expoess eoves quite comparable @0 that determined
in 5343 umder oosirol conditioes. drops down &0 wloes in B
sange of 100 unitsmgprot-! epon water deficit and followisg re-
irmigation(Fig 44 ), sigmificasily hower than those rerorded in Saida
Thess dala show that S00 ariivity & maintzinsd i= Sald oeom

gslmﬂmmmmil is entineably reduced in
=L

To heiher anakyxs SO0 artivisy and SOy, clivibywas viso-
alired in native gels ming & pholochemicl method [Rg. 4BL In
ot cultivars, bwo main hands were obxenved Jad sbmibaibed o
Co2n500 sm ymessian: both s ppeared whes peis wess iregiesd
Wil ECN, 2 spedific ishibilor of tsis 500 bype Baapchamp and
Fridowics, 1971} Lhing stnomal progsiss prepesed from parissd
th , BaE major aad kowrer Band was foend &5 kocaliced in
chioropisis [Fg AE ). Samed om quastif cition data, the iskessity of
SO0 bands appeared 30 and 15E higher in Saka Som in Express
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CATRLIw IR 00ty warr performaed spectroghomestacally o dacried & N uh st petnds mieg et boee yoaey wel-opaded kaws D2
20w mwan vakans 4 taded devistioes Yom 2 ket et sdepoadest experesesex. |1 Sparaion @ e deratriag gob axd xsely rwlzton of 200 oz & e
extracty (70 ag proteies per Ll The thrd god shonex the ofiect of KX 2 speciic inhibior of Cads 500 204 the barth e srctopbormgras cbtaasnd win soayog
styval proteiex (120 33 powpaeed Poes peried chicrsplaes (1] Quuss featon of 500 actwiy oo sectopbosrgras 423 salng the © 00X Clynpear | woftacey sulysh
wol. Dtz from theve adrpendens pereved wear 33 of. Coxtrol (0 well-watersd gl for 22 Gy water dofice [W): 15 day ol plasd selpecaed & woter shortge
i § dan: sewaieviag (R Sougbt-maeved plises wasred for 1 days " and ™, S Dxprew valke 2 3gaficaatly dferme from the S0 b i Swr e condition wth
P05 xnt po D01, smpuctively (r-rul

N water-defich and rewatering conditions, respectively (Fig. 4CL Cosrent in ol axidar aductess and MSR acsvity
This higher SO0 activity in SSda Bkely pastly originates from the

oytosolic OZa isoform, which is dexly visiie in ths genotype, = the past years, growing evidence has been gained reganding
bt harely deectable imextracts from wil ted and rewatered EXpress the essential role of thiol peroxidases and Sick oxdoreduciases
plams in plame responsess to oxadative stress [Vieira Dos Santos and Rey,
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200E] througs their soles in permxde deloxiSraton and in pro-
2N repain. We analyred e abundanoe of plastidial P (2-Cys
Fra. P, Pra IE) and M5Rs (RSEA84 NGRS and MSEHT] in ter-
ey leaves. Anlibpdies rissd agint ARbidomis and poplar P
Eomoiogues specifically reveisd banids wiss expecied molerular
maznes im barley exiracs (Fg 5AL = plants mbjeced io waker
deficit or rewatersd mo cha o only 5 WArsSs: wWere
obsereed in the abundasce of 2-Cys Prx and PrdIE comganed bo
ool ondibons. B oomrast, on inceease N Pl amounm was
obtaerved i bath cultivars upon waier siresx, the protsin amooni
being higher iz Express than in2zida. In rewrziesed planis, 3 sisong
derrese in Fno]l amouni ofmes in Expeess. We dbo used 3 serum
mised dgainst the reer-madized 2-Cys P form, whach couid glay
am =mpntil roie in [PrOCEsn JUTing STEss roerion:
[Py et al, 3007 L We obsereed an increase in the aomdance of
oxidized 1-Cys Prain both barey suhjecisd o waker
?%ﬁiﬂaﬁnwﬁrnlnﬂumnﬂhﬂlmmm

WEEE] and MERA 2t ibodies ey regnansd specifc bands
in rley profeins (Fg. SA), ankie &2 seram rased Jgaenst Ara-
bidopsis MSHEL for wiich a0 enamisgucus signal was oiserved
[data not showm). Mole that lie iz Arabedopsis [Wiera Do Samos
B al, 005, tweo bemis, comesponding o MEEAS reduced and
medred fomme aoe resscled im bariey sxizmacis. They dsplay a
similar iniemsicy in well-weiered planis in bots Uipon
waier deficit and Mol rwisg resrebering, e neduged form
is more sbusdam oompered 2o oontrol conditioes, partioulany in
Saida plans. Regarding MSREL 2 higher prsin abundante wes
oseresd i waier-siressed and rewatered Soida plasis. wiheseas
no subsiniial changs was noticesd in Bepres., We meamed the
bzl WER capaciy o berkey kal exiract useg dabeyl-SBeid, 2
sushe mimicking pepiide-bomd MetDl k= both
pows under onzol romdifions, an sy = the raege of
10pmol et mgprot ! min ! wes reconded (Fig. 5HL Mot tha
tis value i relatively lowr @ king isbo consideratson that repored
in Arahidopsis, ca. 50 pmol Metmg prot- 1 min? Lasgier ot ol
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20101 During waier defcit condifors, BSH activily noticeasly  oomaditions. ARopether, the 4 geéned on the shindasce asid'o
mln:THLEIMr:En:thEnmhurmprct'nin‘ artivity of varoms types of thinl reuctases show no great -
in both barley gEnofpEs rewniEred, plams dsplay noe ference beteeen Saida and Beprem plands sbpcisd o waler
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To debnecie the parEcipation of other Jmosdam syssms
in e responses of the bwo barlesy varietses, we then measored
el romiEnls in PulEisions and JsoorbaiE, which e meibol-
ically linksd soluble sntioxidants and fulflll major oles in o=l
metasolism [Morior and Foyer, HGEL I ymung Eaves of well-
weaiered Express amd 53l plants, 2 glotathions conens of oL
A5mmolmg W1 was measinsd is bos tmat with 2
different propomion of midirsd glutithions (CERC) 30K in Sakda
IMEM[F@.ELMH?MI%
incresE in B gotathone pool red in berees ol
plangs, with & G550 proporion lowems] o 158, Inoonirast, 1 dra-
maiic higher concesization was oisereed in Express ieee (more
thas 73 nmolmg W 1L OF nobe aka is the much higher peopor-
[N [more Ben 355 of CE5C in ths warety romparsd (o oozl
conditions and in 5382 (Fg. GAL Followang reooveny, & (ol glu-
athione conient deCTeses in the hws FEnotyes, wilh mdd on
At close i those messwrerd &n ool condeSors, Meverthe-
mmmmmmﬂumamgmlﬂ-
mﬂmiﬂaﬂuﬂlﬂﬂﬂﬂ.ﬂdqm TES -

well-expemded egess of both berley vareties dis-

|:4.1;I.: iar total =oorbate combEst in oond oS (sl
21 5ol g D ').Iimmmuh.mrmhgtr-hmmﬂﬂ:l
uaiidﬂllﬂ:{H;MUmnm&tileﬁ&umi
mﬁh;ﬂﬂmmmﬁmhmdﬂmm
dmrnd.hn:i:n:l.whdm?ﬁ:
inreased rovhate pool (31 smol mg W Jand
B0 SSnge i e redox siate. Bewairisg iEads (0 Jn iscmease s
Erorhais cosbest i Saida plams, bt 2o 2 wiloe Sl iovesr thas
that measieed inconirl plans: In Expeess plasts 3 bemese ol
2% pmol ASCmp W 1 was notiosd following setrpdeation (Fig. B
I ot varieties, the asoorbabe redime skabe & Jimost 5 mias in oon-
ool il nscoweTy Comdions. Taken topether, thee 4t reveal 2
Bighly contrasisd behavior regandisg glulitions and aeorbaie
[P B Saida ama] Exprem plants wpom water deScil and during
e comient and oxsdatiom ratn muh for
b_mmaniEmm e A=

Chiropiyl and cradenoid mnpostog

Finaliy to get an oeerall piciure of the Jsiogidst responsss. of
fthe bweo warketies, we mesunsd the leal mnkent in ioee-moderular
wesight lipad-soluble antiowidasiz. The croiEnoid oWEenl wa
determined using a HPLC method fogether with et im chionopiyl

2% a4 Tunction of wraber Wsllspandad legaves of Saida and
Em'mﬁnlﬂ:rhwrrrun-!bmnhinm:rqﬂu

rn;EE respeciively, willh 2 smilar Chi /sl & ratio
ITh:I:Il'! ﬁumﬂiLMmm:ml
muqum'mmm“mmﬂt.:
decrene o 1 0mEg 'g‘ mm-wﬂmmm
plan=s dsplay a tiwely less aiered monient (ZAmggOW- 11
Rewaizring resulied in Sariher deoesses il:ltlrl:]:l';!g-m
==l W very comparable valLes in e Dy penDnpe
hmmhﬂwﬂ‘ulthuhaﬂqmt&sﬁuml
exhihit mibsiasiil diferesoe regnding conieni @nd oomposition
in chionopiydl pigmens whaiever the waier regime.

We then anaiyrsd camisnoids periicipating ‘:I.IIIJ'IHI
ryde, 3= =meniil omposest of the antiowdam setwork o
plans (Havamm and Miyogh, 19990 During the opcle, viokxan-
Hin & coeverted, v the intermesdiale antheraganthin aad dsenks
b reduing power providsd by sroebaie i remanihis which
has a diesrt photoproftertive funcSon besadss 2 nole @ onon-
phoincsemical quenching (Jehrs aad Holewarh, 200120 Under
mmmmmmmumm:
amthinrosiesis inSer. Eﬂ.-:lﬂ[rp.nl:ﬂl'i'

[Tabie 3. Vaier deficit aml sewaering are ot amncaed with

noiiceable change im winlaxasiSin oomiest i@ both

Enrept 3 somewntol reduced level inorelrpdraled
Jetherpanihis, planis from both tesplay

i low and simdar romtest inoconirol comditions. Upos waier

defici, the asiferaanihin ponl inceranes, but & o

igher im Express [ WG g g W) thas in Saida (58 pgg W 1)
[ 31 Simiarky, the reoamisin joel & sgmificnily more
eievated in Express thas i Saida (16D agaimst 52 pgg DW-1)
upon water deficl, wheseax ths pigmemt s mol fousd in well-
waiznsd planis or following rewstening. AS 3 COnsSqUenCE,
¢ pmpution of pholomoisctive § jantheraxan-
Hin + peasantsint antheraganthes = 7 sagamihes = vao lkanthes) s
e highesr in EXpiress fham in Sakla opos waler defic [Tabie 31

'We abo aabred the moeiest = lwein, e maoe shopiyil
carobemmid in plant Beyizkoid membeanes (Table EL In 53142 and
Express leaves, we mesunsd iesn cosbests of ci G50 g gIow -1,
respertivehy. Whater defichl pesulled in increasses in lmsin combest,

+31% im SR andd +4E% im Express. E:rm menotyres display J simi-
lar T im comiens (o 4600 gl:l'l'l' | when remaiessl Fnalky we
de=tErmEna the oorment in and olreervesd incresed val-

131 mgntrrdﬂi:i in both waristies, with a I'W =l in
G g 1) than in 52143 [433 pg g W1 ) Tale 31
Foliorering rewqiezing a similar f-amisne rosbent wes messued

in e hwo bariey Fesntypes

Takds 1
Pyl rarownesd 15d werpherl roeim | g p iy wengie 1 in el e of Sra aed Exprrm bariey plers mbereed D oaosrr def i o ewaering
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Irpagsea ad =21 4K ad ad =R e nd
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n-ToCophEnol, e off lipiid-sniubie sobimoidamt, i the
most drundant form of vitamen E and & exclusieely nymiheszsd
by mOEEmic pholenymheic Rasisms. We meamed in kriey
S leal comtent of Bis compound asd aiso that of 2 minor
fizrm, y-inoophemil In cominol conditions. bob® SR and Express
plams similar imomphem| mmens in the ol 350
I BeRER I for the a- and -Tonms, respectively [Tibie 3
& Sirong asd comparabls SCTEEE in y-oropherol rombesl was
eoEiced in both coltivars durisg waier dehct. Wik 0 -
moopheml, e content imcreass o ol 530 and TR0 pg g O -1
N leaees of waber-sivessed S0 and Express planis, respec-
ety with 2 sipgnificasily higher valE o Express.
rrwrgiering, the o-inmpierl rosiest decveases. but is still b
ﬂﬂ:lil:r-s than inconinel comditions, parsoulany = Exprem
E daia Cleady reveal 3 higher aoumuolation of -
moophemi in the droogst sEssitive harey vanety ecmed oo

The desught eevsitvily o Expess i essciaies with o kower
Cpaary ff aEniSonT SCINVETEENT aIryme o oodattee
dsngre mmpores iz Sxidy

In this work, we 2imed o delSneaie the periicipsiion of warkom
aebmidst merhansme in the esponsss of o bariey vansies
comirasied For wraber deAcit dolerance. Firsk, o vakidaie the daoiceof
warieties, we periiormed experimenis on soil-Fows plasis i oon-
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