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 ٍِخص

 

 
 

خزلاف ثبخزٍف د ٘زا الأخفبض و١ّخ ، اٌضساػ١خِشدٚد اٌّحبص١ً أخفبض فٟة٠ؼجش ػٕٗ  حسبس١خ إٌجبربد ٌٕمص اٌّبء 

اٌشؼ١ش ٠زّزغ ثزٕٛع ٚساثٟ وججش ،٘زا الأخ١ش ٠ّثً  لبػذح ث١ّٕخ ٌزحس١ٓ لذسح ٘زٖ الأٔٛاع ِٓ إٌجبربد .  اٌزشاو١ت اٌٛساث١خ

، ِّب ٠زسجت فٟ ( ROS)ِؼظُ  ٘زٖ اٌّؼٛلبد  ٠حفض إٔزبج أٔٛاع الاوسد١ٓ اٌزفبػ١ٍخ. ػٍٝ اٌزى١ف ِغ ِؼٛلبد اٌج١ئ١خ

فٟ ٘زا اٌؼًّ ، دسسٕب ِسزٜٛ  الإخٙبد اٌّؤوسذ ٚغشق اٌزحم١ك فٟ ِشبسوخ ِخزٍف إٌظُ اٌّعبدح . الإخٙبد اٌّؤوسذ 

اوسجشط ، صٕف حسبط ٠زأثش ٌلإخٙبد اٌّبئٟ  ٚ : ٌلأوسذح فٟ الاسزدبثخ ٌلإخٙبد اٌّبئٟ ثبسزؼّبي صٕف١ٓ ِٓ اٌشؼ١ش 

 ٠ِٛب ٌلإخٙبد اٌّبئٟ ٚإػبدح 15ػشظٕب إٌجبربد اٌزٟ ّٔذ ٌّذح .سؼ١ذح ،صٕف اٌدضائشٞ اٌّحٍٟ ٠زحًّ الإخٙبد اٌّبئٟ 

لاحظٕب أخفبظب أوجش ٌٍّحزٜٛ إٌسجٟ اٌّبئٟ فٟ الأٚساق خلاي ِشحٍخ الإخٙبد اٌّبئٟ ٚ . سمٟ فٟ ظشٚف خبظؼخ ٌٍشلبثخ

ٚ اٌزص٠ٛش اٌزٟ أظٙشد  (HPLC )ِسزٜٛ أػٍٝ ِٓ الاوسذح   رُ ل١بسٙب ػٓ غش٠ك وشِٚبرٛغشاف١ب اٌسٛائً ػب١ٌخ الأداء 

رُ اٌؼثٛس ػٍٝ و١ّبد أػٍٝ ثىث١ش ِٓ اٌدٍٛربث١ْٛ ٚ أسىٛسثبد  ػٕذ . ث١شٚوس١ذ اٌذْ٘ٛ ػٕذ اٌصٕف اٌحسبط اوسجشط

اٌصٕف اوسجشط .  اٌصٕف اٌحسبط اوسجشط  ِمبسٔخ ثبٌصٕف اٌّحٍٟ  سؼ١ذح خلاي ِشحٍخ الإخٙبد اٌّبئٟ  ٚإػبدح سمٟ

٠ظٙش أ٠عب  خلاي ِشحٍخ الإخٙبد اٌّبئٟ ص٠بداد أوجش فٟ ٚفشح ِٓ اٌّٛاد اٌّعبدح ٌلأوسذح راد اٌٛصْ اٌدض٠ئٟ إٌّخفط 

ف١ّب ٠خص الإٔض٠ّبد اٌّشخؼخ ِٓ  ٔٛع  . رٛوٛف١شٚي ٚ ِبدح اٌىبسٚر٠ٕٛ١ذ اٌز٠ٓ ٠ٕزّْٛ اٌٝ ِدّٛػخ وضأزٛف١ً-αِثً 

ٟ٘ ٔسج١ب أوثش ٚفشح ػٕذ اٌصٕف ( Prx) اٌزٟ رحذ ِٓ اٌعشس اٌزأوسذٞ ، لاحظٕب أْ ثؼط أشىبي اٌج١شوس١شدٚوس١ٓ ث١ٛي

اوسجشط خلاي ِشحٍخ الإخٙبد اٌّبئٟ ٚ اٌزٟ ٌُ ٠ىٓ ٕ٘بن اخزلاف ث١ٓ اٌصٕف١ٓ ف١ّب ٠زؼٍك ثى١ّخ ٚٔشبغ أٔض٠ُ اٌّث١ٔٛ١ٓ 

فٟ اٌّمبثً فٟ ظشٚف الإخٙبد اٌّبئٟ ، ٠ؼشض اٌصٕف سؼ١ذح ِسز٠ٛبد أػٍٝ إٌشبغ  . (MSR)سٍفٛوس١ذ س٠دىزبص

ػِّٛب، رظٙش ٘زٖ اٌج١بٔبد .ٌٍىبربلاص ٚ سٛثش أوس١ذ د٠س١ّٛربص أٔض٠ّبد إصاٌخ اٌسَّٛ إٌبردخ ِٓ أٔٛاع الاوسد١ٓ اٌزفبػ١ٍخ 

فٟ اٌٛالغ ، ٠شرجػ رحًّ الإخٙبد اٌّبئٟ ٌٍصٕف سؼ١ذح ِمبسٔخ  ِغ . سدٚد ِز١ّضح فٟ آ١ٌبد ِعبدح ٌلأوسذح ٌصٕف١ٓ اٌشؼ١ش

إٌّػ اٌد١ٕٟ ٌصٕف اٌشؼ١ش . (ROS)اوسجشط  ثسؼخ الأٔض١ّ٠خ أػٍٝ لإصاٌخ اٌسَّٛ إٌبردخ ِٓ أٔٛاع الاوسد١ٓ اٌزفبػ١ٍخ 

. اٌحسبط ٌلإخٙبد اٌّبئٟ اوسجشط ٠سٍه و١ّبد أػٍٝ ثىث١ش ِٓ اٌّشوجبد اٌّعبدح ٌلأوسذح ِٓ اٌٛصْ اٌدض٠ئٟ إٌّخفط 

٘زٖ اٌّشوجبد ٠ّىٓ أْ رّثً خطٛغ  دفبع اٌثب٠ٛٔخ ظذ اٌعشس اٌزأوسذٞ إٌبرح ػٓ لذسح ألً ِٓ الأض٠ّبد اٌّعبدح 

 .ٌلأوسذح

 

 

 
.لإخٙبد اٌّبئٟيا١ٌ٢بد اٌّعبدح ٌلأوسذح؛ اٌشؼ١ش؛ الاوسذح؛اٌحسبس١خ : اٌىٍّبد اٌشئ١س١خ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Résumé 
 

La sensibilité des plantes au déficit hydrique, qui s’exprime en terme agronomique par une 

diminution des récoltes, varie fortement d’un génotype à l’autre. L’orge affiche une grande 

diversité génétique, qui constitue une base précieuse de ressources génétiques vis-à-vis des 

capacités d’adaptation aux contraintes environnementales. La plupart de ces contraintes 

stimulent la production d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) dans les plantes, provoquant 

ainsi un stress oxydant. Dans ce travail, nous avons estimé le niveau de stress oxydant et la 

participation de systèmes antioxydants lors de la réponse au manque d’eau de deux génotypes 

d'orge : Express, une variété sensible et Saïda, une variété locale algérienne sélectionnée pour 

sa tolérance au déficit hydrique. Les plantes âgées de 15 jours ont été soumises à un déficit 

hydrique de huit jours puis réhydratées dans des conditions contrôlées. 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 à Saïda en condition de manque d’eau  et 

après réarrosage. Express montre également lors d’un déficit hydrique de plus fortes 

augmentations des quantités d'antioxydants lipophiles comme l’α–tocophérol et les 

caroténoïdes de type xanthophylles. Concernant les enzymes de type réductases à 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 l’activité des 

méthionine sulfoxyde réductases. En revanche, le cultivar Saïda présente des niveaux 

supérieurs des activités catalase et superoxyde dismutase, enzymes détoxiquant les espèces 

réactives de l’oxygène. 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 Saïda par rapport à Express est associée à une capacité enzymatique 

d’élimination 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 systèmes 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 Saïda, 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 Saïda. 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 α-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 Saïda displays higher activity levels, than Saïda, 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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ABA : acide abscissique 

ACA : 

APS : 

Acide aminocaproïque 

ammonium persulfate 

APx : ascorbate peroxydase 

ASC : 

ATP : 

acide L-ascorbique 

adénosine triphosphate 

ATPase : ATP synthase 

BAM : benzamidine 

BAP :  benzyl amino purine 

BCIP : 5-bromo-4-chloro-3-

indoylphosphate 

  

BEt : bromure d'éthydium 

BSA : bovine serum albumine 

Cab : chlorophyll a/b binding protein 

CDSP : chloroplastic drought-induced  

stress protein 

chl : chlorophylle 

COR : cold regulated 

2-CP : peroxyrédoxine à deux cystéines 

CRE : contenu relatif en eau 

cyt : cytochrome 

DHA déshydroascorbate 

DHAR : DHA réductase  

DO : densité optique 

DRE : dehydration responsive element 

DSP : dessication stress protein 

DTNB : di-thio-bis nitro benzoic acid 

DTT : dithiothréitol 

ERO : espèce réactive de l’oxygène 

EDTA : ethylene diamine tetra acetic acid 

FNR : ferrédoxine NADP réductase 

FPLC : fast performance liquid 

chromatography 

GSH : glutathion réduit 

GSSG : glutathion oxydé 

GR : glutathion réductase 

15-HEDE : 15-hydroxy-11,13(Z,E)-

eicosadienoic acid 

HODE : hydroxy octodecadienoic acid 

HOTE : hydroxy octodeca trienoic acid 

HPLC : high performance liquid 

chromatography 

IEF : isoélectrofocalisation 

LB : Luria Broth 

LHC : light harvesting complex 

m : masse 

MDHA : mono déhydroascorbate 

NAD(P)
+
 : nicotinamide adénine dinucléotide 

(phosphate) 

NAD(P)H : nicotinamide adénine dinucléotide 

(phosphate) réduit 

NBT : nitro-blue-tetrazolium 

NHS N-hydroxysuccinimide 

npq : non photochemical quenching 

NTA : nitrilo triacetic acid 

NTR : NADPH thiorédoxine réductase 

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

PC : plastocyanine 

PEG : polyéthylène glycol 

pI : point isoélectrique 

PMSF : fluorure de phényl méthyl-sulfone 

PQ : plastoquinone 

Prx : peroxirédoxine 

PS I et PS II : photosystème I et photosystème II 

QA : quinone A 

qE : extinction non photochimique de la 

fluorescence de la chlorophylle 

RAB : responsive to ABA 

RubisCo : ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase oxygénase 

RuBP : ribulose 1,5 bisphosphate 

  

SDS : dodécyl sulfate de sodium  

SOD :  superoxyde dismutase 

TBE : Tris borate EDTA 

TBST : Tris buffer saline Tween 20 

t-BOOH : tert-butyl hydroperoxide 

Temed : N, N, N', N'-tétra méthyl éthylène 

diamine 

TL :  thermoluminescence 

TR : thiorédoxine réductase 

Trx : thiorédoxine 

Tricine : N-Tris [hydroxyméthyl] 

méthylglycine 

Tris : Tris [hydroxyméthyl] aminométhane 

ou trizma base 

TS : type sauvage 
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UV : ultra violet 

v : volume 
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Introduction 

 

En raison de leur incapacité à se déplacer, les végétaux sont très 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 à travers le monde (Wang 

et al., 2003 ; Ceccarelli, 2010). 

La disponibilité en eau pour les plantes est un facteur crucial pour l'agriculture. Cette 

disponibilité est principalement influencée par des facteurs liés au sol et au climat (Blum, 2005; 

Neumann, 2008). 

Parmi les céréales, l'orge (Hordeum vulgare) est l'une des espèces les plus largement cultivées 

dans le monde. Grâce à sa diversité génétique, l'orge présente une remarquable faculté d'adaptation à 

un large éventail d'environnements qui s’étend de l’Arctique aux régions tropicales, et qui comprend 

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

 Cette diversité est une source précieuse pour l'amélioration des cultures. Elle constitue une base 

fondamentale pour étudier les processus d'adaptation et identifier les gènes 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 très variables et souvent faibles (Baum et al., 2007). L’adaptation des 

plantes comme l’orge au manque d'eau est réalisée aux niveaux moléculaires, biochimiques, 

physiologiques et anatomiques. 

La tolérance à la sécheresse est la résultante de nombreux mécanismes anatomiques, 

physiologiques, biochimiques et moléculaires complexes.  De nombreuses études ont démontré que 

des mécanismes liés à la conductance stomatique, à l'absorption des nutriments, aux hormones, aux 

osmolytes et aux antioxydants jouent un rôle important dans la tolérance des plantes à la sécheresse ; 

ces mécanismes couplées à des systèmes antioxydants efficaces, sont souvent les principaux 

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

La croissance cellulaire et la photosynthèse sont parmi les processus affectés en premier lieu par 

le déficit en eau (Chaves, 1991). En effet, les conditions de sécheresse conduisent généralement à des 

dommages oxydants importants (Smirnoff, 1993), qui résultent en partie de l'affaiblissement de la 

machinerie photosynthétique. Une diminution de l'activité photosynthétique est généralement 

observée dès les premiers stades de manque d'eau du fait de la diffusion limitée du CO2 à travers les 
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stomates (Flexas et al., 2004). En conséquence, les plantes sont exposées à un excès d'énergie 

lumineuse, qui ne peut être convertie en énergie biochimique. Ceci conduit à la production d'espèces 

réactives de l'oxygène (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 élevés en ERO. Ceci aboutit à des effets d’altération et des dommages sur toutes les 

macromolécules.  

Les plantes ont développé un ensemble complexe de systèmes antioxydants pour prévenir les 

dommages oxydants. En effet, elles possèdent de nombreux composés  antioxydants de bas-poids 

moléculaire, soit solubles comme l'ascorbate et le glutathion, soit lipophiles tels  les caroténoïdes et 

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

Elles possèdent 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 systèmes 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 caroténoïde qui participe à la protection contre l’oxydation des 

lipides par la dissipation non radiative de l'énergie en excès, par rapport à des cultivars tolérants.  

En utilisant les séquences EST générées à partir d'une banque d'ADNc, Gorantla et al., (2007) 

ont identifié des gènes induits par la sécheresse dans des plants de riz et observé que les gènes codant 

pour les isoformes SOD et CAT sont régulés en réponse au déficit hydrique. Chez  le blé, la 

sécheresse provoque l’accumulation d’H2O2, l'expression du gène CAT et une augmentation de 

l’activité CAT (Luna et al., 2005). 

 En ce qui concerne l'orge, relativement peu de données sont disponibles concernant le rôle des 

systèmes antioxydants dans les réponses de cette espèce à des conditions de déficit hydrique. Parmi 

les 34 gènes exprimés spécifiquement dans deux cultivars d'orge résistant à 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 l’orge des ressources génétiques 

caractérisées par une tolérance marquée au déficit hydrique et de comprendre les mécanismes et les 

bases moléculaires qui contribuent à leur capacité d'adaptation face à cette contrainte. C’est dans ce 

cadre que s’inscrit ce travail de thèse de doctorat. 
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Synthèse  bibliographique 

1. Présentation de l’espèce 

Depuis des siècles, les êtres humains ont recours à l'orge (Hordeum vulgare L.) dans leur 

alimentation ou pour l'alimentation animale. La production d'orge occupe le quatrième rang au niveau 

mondial parmi les céréales après le maïs, le riz et le blé (FAO 2013). 

 

L’orge est la culture la plus fréquente dans les régions sèches qui adoptent l'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 à des conditions de sécheresse extrême qui affectent de manière 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 à tolérer des stress biotique et abiotique. Ces variétés se caractérisent par un 

niveau de rendement intermédiaire dans un système agricole à faibles intrants.  

Après avoir évolué durant des milliers d'années dans une multitude d'environnements, les 

variétés locales ont développé des modèles nombreux de variabilité qui leur ont permis de s’adapter  

à un large éventail d'environnements.Elles  représentent un réservoir en grande partie inexploité de 

gènes utiles pour l'adaptation aux contraintes biotiques et abiotiques (Brosse, 1995). 

Cette adaptation est attribuée à la plasticité de caractères 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 paramètres 

physiologiques tels que la teneur relative en eau et les niveaux de fluorescence de la chlorophylle, qui 

reflètent l’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 à la plante de maintenir les activités cellulaires en situation de contrainte 

environnementale (Bartels et Sunkar, 2005). 
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 Cependant, les connaissances sur l'expression du génome en condition de contraintes et sur les 

mécanismes impliqués dans la capacité d'adaptation restent encore très limitées chez l'orge. Étudier 

les mécanismes de tolérance à la sécheresse de l'orge pourrait faciliter une meilleure compréhension 

chez cette espèce 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 perçoivent et réagissent rapidement aux modifications de la quantité d'eau dans les 

cellules à travers une série d'événements parallèles d’ordres anatomique, physiologique, cellulaire et 

moléculaire (Chaves et al., 2009). 

L’adaptation des plantes à 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 où la sécheresse est quasi-permanente (climat désertique) ou intense et 

régulière au gré des saisons (climat méditerranéen). Les plantes qui peuplent ces milieux sont 

adaptées à 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 sèches sont souvent courtes et parfois 

imprévisibles. Les plantes qui peuplent ces milieux non extrêmes (mésophytes) ont développé des 

mécanismes permettant de répondre ponctuellement à ces périodes de déficit hydrique afin d'éviter la 

déshydratation cellulaire. 

La plupart des plantes supérieures se trouvent donc fréquemment confrontées au cours de leur 

cycle à des périodes plus au moins longues, où les apports d’eau sont inférieurs à leurs besoins, qui 

sont définies comme des périodes de déficit hydrique. 

 



SYNTHESE   BIBLIOGRAPHIQUE 

 19 

Cependant, les réponses des plantes au déficit hydrique varient en fonction de la sévérité de la 

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

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

des plantes face à 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 l'expression 

de gènes liés au stress et une répression de la croissance cellulaire et de la photosynthèse avec une 

activation de la respiration (Yamaguchi-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  à 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 bétaïne) des sucres et 

des divers alcools.  Des protéines spécifiquement impliquées dans la tolérance à la déshydratation 

cellulaire sont également synthétisées (Shinozaki et al., 2003; Bartels et Sunkar, 2005). 

Ainsi, des  gènes avec des fonctions diverses sont induits ou réprimés 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 entraîne la nécessité de définir et de 

contrôler 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 gènes inductibles par le déficit hydrique dans les mécanismes de  tolérance d’après 

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 à la sécheresse est la capacité de la plante à croître 

et donner des rendements satisfaisants dans des zones sujettes à 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 première consiste à « éviter » toute déshydratation générée par l’environnement 

extérieur et inclut l’échappement ou esquive et l’évitement. La deuxième stratégie consiste à 

développer une capacité à  « 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 à la longueur de la saison des 

pluies pour éviter au maximum les périodes sèches. La variabilité génétique pour la longueur de 
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cycle est généralement 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 amélioré par une sélection basée sur le 

raccourcissement des longueurs de cycle (précocité),  ceci chez pratiquement toutes les espèces 

cultivées annuelles (Tuner et al., 2001) comme  les légumineuses (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 à 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 lié à l’efficacité de l’extraction de l’eau du sol par les racines. En 

augmentant la densité et la profondeur de leurs racines, les plantes peuvent améliorer l’exploitation 

des réserves en eau du sol en condition de manque d’eau. Ceci constitue une réponse particulièrement 

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

 Le deuxième type concerne la régulation de l’ouverture et fermeture des stomates, pores 

foliaires conditionnant les échanges en CO2 et en H2O et par conséquent la croissance et la 

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

La régulation de la conductance stomatique joue un rôle important dans cet aspect, car elle   

dépend du potentiel hydrique foliaire et de l’humidité de l’air au champ (Turner 1997). Une faible 

conductance est généralement proposée comme un trait favorable à l’adaptation à la sécheresse 

(Bunce  2006). 

2.1.3. La tolérance à la déshydratation 

La tolérance à la déshydratation cellulaire correspond à la capacité de la plante à assurer ses 

fonctions physiologiques malgré l’abaissement de son potentiel hydrique. 

 L’ajustement osmotique est un processus majeur de l’adaptation des plantes à la déshydratation. 

Il consiste en une accumulation active de solutés ou osmolytes dans le compartiment cellulaire, de 

façon à 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 confère à la plante une meilleure tolérance à la déshydratation cellulaire et permet 

un maintien de l’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 être utilisés autant pour l’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, l’activité physiologique de la feuille, et plus particulièrement la photosynthèse, est affectée.  

En tant que processus-clé du métabolisme primaire, la photosynthèse joue un rôle 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 photosynthèse en deux étapes (Flexa el al., 2006). Dans la première, 

la photosynthèse est principalement limitée par la diffusion du CO2. Lors de la deuxième étape, 

lorsque la déshydratation cellulaire devient plus sévère, l'inhibition de la phase métabolique se 

produit. Associée à 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’électrons photosynthétique, les feuilles sont soumises à un excès 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 métabolique (Foyer et al., 2009). 

Dans de telles circonstances, les mécanismes de régulation et de protection de la photosynthèse 

sont essentiels, de façon à limiter les dommages dans les structures photosynthétiques, par exemple 

par des phénomènes de photoinhibition.  

Cette protection est réalisée par notamment un processus de dissipation thermique qui implique 

les caroténoïdes du cycle des xanthophylles (Demmig-Adams et al., 2006) et du cycle de la lutéine 

(Garcia-Plazaola et al., 2003). 

Quant à l'impact de la déshydratation cellulaire sur la RubisCO, enzyme responsable de la 

fixation du CO2, il a été généralement constaté que son activité et sa quantité sont affectées  sous 

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

 

3. Les réponses moléculaires des plantes face aux espèces réactives de 

l’oxygène (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 à contrôler l’homéostasie rédox est 

souvent fortement corrélée avec la tolérance à ces contraintes. 

 La déshydratation cellulaire induit une augmentation de la production d'espèces réactives de 

l'oxygène (ERO) et augmente ainsi la charge oxydante dans les feuilles. Ceci conduit à 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 l'état redox des molécules et 

peut ainsi provoquer une oxydation partielle ou sévère des composants cellulaires. Le métabolisme 

des ERO est d'une importance capitale en ce qui concerne le contrôle de la physiologie des plantes 

(Pfannschmidt el al., 2009; Noctor el al., 2007). 
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L’homéostasie 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 

photosynthèse, la photorespiration et la respiration mitochondriale.  

3.1. Déficit hydrique, oxygène et stress oxydant 

Lorsque les organismes photosynthétiques ont acquis la capacité de produire l’oxygène 

moléculaire (O2) il y a environ 2,7 milliards d'années, ils ont sensiblement modifié l'atmosphère 

terrestre et les formes de vie. 

 La molécule d'O2 est un radical libre et les espèces réactives de l'oxygène (ERO) ont été les 

compagnons indésirables, mais inévitables de la vie aérobie (Blankenship et al., 1998; 

Halliwell,2006). 

La forme stable de dioxygène est dite triplet. Sous cette forme, l’oxygène moléculaire est avide 

d’électrons, car il possède deux électrons non appariés qui ont le même nombre de quantum spins 

(spins parallèles) (Figure 2).  

Cependant, en vertu des règles de restriction de spin de Wigner, et du fait de sa structure 

électronique, l’oxygène fondamental possède une forte inertie vis-à-vis des molécules biologiques, 

pour la plupart non radicalaires.  

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

dont le spin est antiparallèle aux siens, menant à la génération de l'anion superoxyde (O2
.−

 ), du 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) du radical hydroxyle (HO
.
), de l’oxygène singulet (

1
O2), des peroxyles 

(ROO
.
) ou des alkoxyles (RO

.
) par transfert d’énergie. 

La réactivité des espèces chimiques qui dérivent du dioxygène est elle aussi, relative. En effet, 

l’anion superoxyde (O2
.−

 ) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) sont très sélectifs dans leurs réactions 

avec les molécules biologiques et vont préférentiellement interagir avec des protéines. Au contraire, 

le radical hydroxyle (HO
.
) réagit avec toutes les molécules présentes à proximité (Cheeseman, 

2006; Pitzschke et al., 2006; Møller et al., 2007). 
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Figure 2 : Les niveaux de  transfert d'énergie  générant les principaux types d'espèces réactives de l'oxygène 

d’après Halliwell (2006). 

 

Hautement réactives et toxiques, les ERO causent des dommages aux protéines, lipides, glucides 

et acides nucléiques. A une concentration élevée, elles peuvent conduire à la mort cellulaire (Apel et 

Hirt, 2004; Asada, 1999 ; Asada ,2006). 

 

 Au niveau cellulaire, les ERO sont également produites sans interruption à un niveau basal non 

toxique comme sous-produits des diverses voies métaboliques 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 à l'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 à 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 métaux lourds, des températures 

extrêmes, une carence en nutriments, la pollution atmosphérique, des herbicides ou des attaques de 

pathogènes. (Mittler et al., 2006). 

 

Des déséquilibres métaboliques peuvent alors induire un stress oxydant dans les cellules en 

favorisant la production et l'accumulation d'espèces réactives de l'oxygène, ce qui provoque 

l'oxydation des composants cellulaires, entrave les activités métaboliques et attente à l'intégrité des 

organelles et des cellules (Møller et al., 2007;  Møller & Sweetlove 2010). 

 

  Ces déséquilibres 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 l'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 à 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; Møller et Sweetlove 2010). 

Chaque compartiment de la cellule contient un certain nombre de systèmes destinés à limiter 

l'accumulation des ERO, mais en condition de stress, l’activité de ces systèmes  peut être limitée du 

fait d’une accumulation excessive d’ERO entraînant une augmentation des dommages cellulaires 

(Møller et al., 2007 ; Foyer et Noctor 2009).   

L’oxygène singulet et le radical anion superoxyde sont des espèces réactives de l’oxygène très 

abondantes dans les cellules. L’O2
.−

  est la principale source de toutes les autres ERO (Scandalios, 

2005). 

Les ERO peuvent réagir avec certaines espèces azotées pour créer des espèces activées de l'azote 

telles que l'oxyde nitrique radicalaire (NO
•
) ou le peroxynitrite (ONOO

-
). Ces espèces ont des 

propriétés et des effets similaires aux ERO. Cependant, il est à noter qu’en conditions optimales de 
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croissance, les ERO remplissent des rôles bénéfiques à un niveau basal. En effet, ces dernières 

années, plusieurs  rôles pour les ERO ont été identifiés: le contrôle et la régulation des processus 

biologiques, tels que la croissance, le cycle cellulaire, la mort cellulaire programmée, 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 O2
•– 

Chez les plantes, un des principaux sites de production d'O2
.−

  se situe dans les membranes 

thylacoïdiennes du chloroplaste, au niveau du site primaire de l’accepteur d'électrons du 

photosystème I (PSI).  

La fermeture des stomates lors d’un manque d’eau provoque une diminution de la concentration 

interne en CO2 au niveau du cycle de Calvin-Benson et un déséquilibre entre l’activité réduite de ce 

cycle et celle toujours élevée de la chaîne de transfert d’électrons.  

  En cas de surcharge de la chaîne de transfert d'électrons (CTE), la ferrédoxine (Fd) réduit 

directement l'oxygène moléculaire (O2) en anion superoxyde (O2
.−

 ) au cours de la réaction de Mehler 

(1951).  

                                                     2 O2 + 2 e- → 2 O2
.−

   

Une production de superoxyde (O2
.−

 ) est également possible au niveau du photosystème II 

(PSII), avec la réduction de l’oxygène moléculaire par les plastoquinones, QA et QB (Zhang et al., 

2003). Mais, cette source d’O2
.−

  au niveau du PSII ne semble pas causer de dommages directs (Liu 

et al., 2004). 

La génération d'O2
.−

  
peut déclencher la formation d’ERO plus réactives comme le radical 

hydroxyle (HO
•
) et l’oxygène singlet (

1
O2) qui peuvent causer la peroxydation des lipides 

membranaires et la mort cellulaire (Halliwel, 2006). 

L’anion superoxyde (O2
.−

 )
 peut également céder un électron au fer (Fe

3 +
) pour  le réduire sous 

la forme  (Fe 
2 +

) (1). 

                                                       O2
.−

 + Fe
3+    

→
     1

O2 + Fe
2+

 (1) 
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La réaction par laquelle O2
.−

  et, H2O2 génèrent de l’OH
.
 est appelée réaction de Haber-Weiss(2), 

tandis que celle qui implique l'oxydation de Fe
2+

 par H2O2 est appelée réaction de Fenton (3):  

Haber-Weiss : O2
.−

+ H2O2→ HO
-
 + HO

.
 + O2 (2)  

                                     Fenton : Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 + OH
-
 + OH

. 
(3)

  

 

3.2.2. L’oxygène singulet (1O2) 

La dissipation d'énergie insuffisante du fait d’une activité photochimique réduite peut conduire à 

la formation de chlorophylle à l'état triplet (
3
Chl). La 

3
Chl à l'état triplet peut réagir avec l’O2, 

majoritairement sous forme triplet (
3
O2),  produisant ainsi le très réactif 

1
O2 (oxygène singulet). 

La durée de vie de l’
1
O2 dans une cellule a été mesurée à environ 1 μs avec une distance de 

diffusion sur des distances de plusieurs dizaines de nanomètres, de l’ordre de 30nm (Fischer et al., 

2007; Møller et al.,2007). 

La formation d’oxygène singulet 
1
O2 lors de la photosynthèse peut donc être très nocive pour 

l’ensemble de l'appareil photosynthétique notamment au niveau des photosystèmes I  et II (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 :   La gestion de  la production d’
1
O2  chez les plantes d’après Triantaphylidès et Havaux (2009). 
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L'oxygène 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 même considéré 

comme l’ERO responsable de la perte de l'activité PSII (Krieger-Liszkay  et al., 2008). 

 Il a été rapporté que dans des conditions de croissance optimales, l’
1
O2 était responsable de plus 

de 80% de la peroxydation lipidique non enzymatique dans les tissus foliaires d’Arabidopsis 

(Triantaphylides el al., 2008). Il s’additionne directement sur les doubles liaisons des acides gras, ce 

qui conduit à la formation d’hydroperoxydes, qui pourront se décomposer en radicaux libres et initier 

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

  Il faut aussi noter que l’
1
O2 est actif dans  l’induction de l’expression de gènes 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’hydrogène (H2O2) 

La réduction univalente de l’anion superoxyde produit du peroxyde d’hydrogène H2O2.  La 

formation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) est directement catalysée par certaines oxydases, 

peroxydases, ou par les chaînes 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 génèrent de 

l’H2O2 dans plusieurs compartiments de la cellule (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Les principaux sites de production d’H2O2 dans les cellules photosynthétiques selon Mhamdi et al. 

(2010). 
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Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est modérément réactif, mais il présente une  relativement 

longue demi-vie (1 ms) par comparaison avec les autres ERO tels que d'O2
.−

, 
1
O2 et HO

.
 dont les 

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

 

Bien que présentant une réactivité assez limitée, l’une des caractéristiques essentielles d’H2O2 est 

sa réactivité spécifique avec les résidus cystéine ou méthionine des protéines (Gilbert, 1990). Il est 

établi que l'excès d’H2O2 dans les cellules végétales conduit à l'apparition d'un stress oxydant 

notamment par l’inactivation des enzymes par oxydation de leurs groupements thiols (Tewari et al., 

2006). 

 

Le peroxyde d’hydrogène, H2O2, joue un rôle double chez les plantes: à de faibles 

concentrations, il agit comme une molécule signal impliquée dans la signalisation et le 

déclenchement de phénomènes d’acclimatation et de tolérance lors de différentes contraintes 

biotiques et abiotiques. A forte concentration, il conduit à la mort cellulaire programmée (Quan et al., 

2008). 

 

L’expression de nombreux gènes de stress est régulée par des voies de signalisation utilisant 

H2O2 comme messager (Möller et Sweetlove 2010). Ainsi, il a été montré que le peroxyde 

d’hydrogène agit comme un régulateur clé dans un large éventail de processus physiologiques tels 

que la sénescence (Peng el al.,2005), la photorespiration et la photosynthèse (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 être produit à partir de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) à 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 l'ADN, les protéines, les lipides, et presque tous les constituants des cellules. Il possède une 

durée de vie de l’ordre d’1 ns et peut parcourir des distances  de l’ordre de 1nm (Møller et  al., 2007). 

 En raison de l'absence de tout mécanisme enzymatique connu pour l'élimination du radical 

hydroxyle (HO
•
), une production en excès de ce composé conduit finalement à 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’oxygène moléculaire, et d’autre part de l’activité photorespiratoire. Dans les conditions de 

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

A  l'obscurité, en absence de photosynthèse, les mitochondries semblent être 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 à noter que dans les tissus animaux, les mitochondries constituent le site principal de 

production des ERO et qu’au sein de ces organites, 1 à 5% de la consommation en O2 peut être 

convertie en  ERO (Møller. 2001). 

D'autres sources importantes de production d’ERO dans les plantes sont localisées dans le 

cytoplasme, le réticulum endoplasmique, la membrane plasmique et l’apoplaste (Gill & Tuteja, 

2010). 

3.3.1. Au niveau du chloroplaste 

Le chloroplaste est l'organite le plus sujet à des dommages oxydants en raison de la présence 

d’oxygène divalent, d’une chaine de transfert d’électrons et des risques d’excitation lumineuse 

excessive au niveau des photosystèmes (Baier et Dietz 2005). 
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Dans les situations de surcharge du transfert photosynthétique d’électrons, par exemple lors de 

contraintes environnementales, une partie du flux d'électrons est dévié des ferrédoxines vers  l'O2, le 

réduisant en  O2
.−

 par la  réaction de Mehler (Wise et Naylor 1987; Elstner, 1991). 

Le côté accepteur de la chaîne de transfert d'électrons (CTE)  du  PSII peut  également générer 

des électrons au niveau des plastoquinones QA et QB, qui vont être transférés vers l’oxygène pour 

produire de l’anion superoxyde O2
.−

  (Takahashi el al., 1988).  

  

L’
1
O2 est un sous-produit naturel de la photosynthèse, principalement formé au niveau des 

antennes chlorophylliennes du  PSII même sous conditions de faible lumière (Buchert et Forreiter 

2010). 

 Par conséquent, l’ensemble des centres de production d’ERO comme la chlorophylle  triplet 

(
3
O2),  la chaîne de transfert d'électrons (ETC), et les photosystèmes I (PSI) et photosystème II ( PSII) 

font des chloroplastes un site majeur de production de ces espèces (O2
.−

 , 
1
O2 et H2O2) (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Sites de génération des ERO dans la chaine photosynthétique. Les ERO sont formées au niveau du 

complexe de dissociation de l'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). 

 

3.3.2. Au niveau de la mitochondrie 

Les mitochondries sont des « usines » à 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 où se déroule le métabolisme photosynthétique source d’oxygène (O2) et de 

glucides (Noctor el al., 2006). 

 

La production d’ERO dans les mitochondries se produit à un niveau basal dans des conditions de 

respiration normales. Cette production peut être augmentée en réponse à diverses contraintes 

biotiques et abiotiques. Les complexes I, II et III de la chaîne de transfert d'électrons (CTE) 

mitochondriale sont les sites très connus de production d’O2
-
 (Puntarulo el al., 1988; Turrens, 1997). 

 

L’anion superoxyde ainsi produit, peut à son tour être réduit par dismutation par la SOD en H2O2 

(Möller 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).  

  

 

Ils ne contiennent pas d'ADN, ni d’appareil d'expression des gènes, et sont très 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 très 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 O2
.−

 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, où la xanthine oxydase (XOD) catalyse 

l'oxydation de l'hypoxanthine 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 à la production d’O2
.−

  

(Del Rio et al.,  2003b). 

 

Il existe plusieurs sources d’H2O2 dans les peroxysomes. Le principal processus 

métabolique responsable de cette production est la réaction photorespiratoire qui implique la 

glycolate oxydase. La β-oxydation des acides gras, la réaction enzymatique des flavines oxydases et 

la dismutation des radicaux superoxides O2
.−

 conduisent également à la production d’H2O2 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 reçu 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 rôle important dans la synthèse des lipides et des 

stéroïdes, 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 catalysées 

par  des cytochromes P450 mono-oxygénases dans le cytoplasme et le réticulum endoplasmique. 

Elles catalysent ainsi l’oxydation de nombreuses substances toxiques, telles que des pesticides, par 

l’introduction dans la molécule d’un atome d’oxygène (Dybing el al., 1976 ; Coleman et al., 1997 ; 

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

 

Des conditions ou agents déstabilisant l’environnement cellulaire altèrent souvent le repliement 

des protéines au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Suivant son intensité, ce phénomène peut 

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

 

Dans des conditions environnementales défavorables (stress salin et hautes températures), la 

demande pour le repliement des protéines dans le RE est supérieure à la capacité du système, ce qui 
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déclenche la réponse de type « protéines dépliées ». C’est un  mécanisme cellulaire de défense contre 

cette atteinte à l’intégrité des protéines qui comporte deux voies de signalisation, la première 

comporte deux facteurs de transcription associés à la membrane du RE (Che et al., 2010 ; Howell, 

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

 

3.4. Rôle des ERO dans la signalisation cellulaire 

Les ERO contrôlent l'expression d'un certain nombre de gènes 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 l’
1
O2 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). 

 

H2O2 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 à travers les 

membranes (Quan el al., 2008). Chez Arabidopsis, le peroxyde d'hydrogène peut moduler 

l'expression d’au moins 175 gènes (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 O2
.−

, H2O2 et NO
.
 dans le 

cytosol. Ils participent ainsi à un système 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 très stable, l’ADN peut être endommagé en raison de son 

exposition à des espèces toxiques générées par des contraintes biotiques et abiotiques, qui peuvent 

exercer ainsi un stress génotoxique (Tuteja 2009). 

 Ces dommages endogènes générés à l'ADN que l'on appelle dommages spontanés à l’ADN, sont 

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

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

 

L’oxygène singulet attaque principalement la guanine (Wiseman et Halliwell 1996; Evan et al., 

2004) alors que le peroxyde d’hydrogène et le superoxyde semblent moins nocifs pour les acides 

nucléiques (Møller et al., 2007). 

 

Outre les effets génétiques (génération de mutations), les dommages causés à l'ADN résultent en 

divers effets physiologiques, tels que la réduction de la synthèse des protéines et la perturbation du 

cycle cellulaire, ce qui affecte la croissance et le développement de tout l'organisme (Britt 1999; 

Cooke 2003). 

 

Un certain nombre de mécanismes permettent la réparation des lésions à l'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 

lipoxygénases (LOX) ou les espèces réactives de l'oxygène (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 l'oxydation des acides gras polyinsaturés, elles  comprennent les 

phytohormones, l'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’oxygène singlet 
1
O2 est un facteur majeur impliqué dans l'oxydation des lipides dans les feuilles 

(Triantaphylides el al., 2008). 

La peroxydation lipidique non-enzymatique est une réaction en chaîne entraînée par des radicaux 

libres, dans lequel un radical peut induire l'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 perméabilité, et provoque des dommages 

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

 

Les dommages aux membranes thylacoïdiennes sont considérés comme un des paramètres 

essentiels pour déterminer le niveau de destruction des lipides dans les cellules de plantes soumises à 

différentes contraintes environnementales. La membrane thylacoïdienne est composée principalement 

par des galactolipides riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) avec, majoritairement l'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 particulièrement sensibles à l’attaque par 

l’oxygène singulet (
1
O2) et par les radicaux hydroxyles (HO

•
). Ces réactions génèrent 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 à une déshydrogénation de l’acide gras sur un carbone placé entre deux 

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

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

 

 

 

Une fois initié, ce dernier réagit facilement avec l’oxygène moléculaire pour former le radical 

peroxyle (ROO
.
), qui peut propager la réaction de peroxydation en chaîne en réagissant avec un 

atome d'hydrogène des chaînes latérales d’autres AGPI adjacents. C’est l’étape de propagation 

(Davies 2000). 

 

 

 

  

 

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

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

(Davies 2000 ; Fam et Morrow 2003 ; Catalá, 2006 ; Catalá, 2008). 

AGPI + OH
.
       R

. 
+ H2O 

                  R
. 
+ O2           ROO

.  

               ROO
. 
+ AGPI  ROOH+ R

. 
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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 l'oxydation de l'acide linoléique (18:2), d'acide 

linolénique (18:3) et hexadécatriénoique (16:3) (Halliwell, 2006; Montillet et al., 2004; Møller 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 être dosés et sont considérés comme des marqueurs 

de ce processus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Figure 6: Les produits de la peroxydation lipidique chez les plantes d’après Møller el al, (2007). 

 

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

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

2007; Mueller et Jensen 2007; Mueller et al., 2008). 

 

ROOH + Me 
(n-1)+

 RO
.
+ OH

-
 +Me 

n+
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 La réaction de peroxydation se termine lorsque deux radicaux lipidiques (R
.
) se rencontrent, ou 

lorsque le radical lipidique interagit avec un antioxydant liposoluble tel que l’α tocophérol. 

 

Il a été noté que les plantes exposées à diverses contraintes abiotiques présentent une 

augmentation de la peroxydation lipidique en raison de la production d’ERO. Ainsi, le déficit 

hydrique génère 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 l'affaiblissement de l'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 façon significative l'accumulation de peroxydes 

lipidiques dans différentes espèces (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 chaîne 

latérale des acides aminés conduit à des changements dans l'activité et la conformation de 

nombreuses protéines. La plupart des processus d'oxydation des protéines sont essentiellement 

irréversibles, à l’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 l’activité enzymatique de ces protéines 

ou leur conformation et aussi augmenter les risques d’une attaque protéolytique (Møller el al., 2007). 

La carbonylation des protéines (formation d’un groupement CO) est largement utilisée  comme 

marqueur de l'oxydation de ces molécules (Møller 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 espèces réactives de l'oxygène (ERO) 
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du fait de la présence d’un groupe thiol, qui peut être oxydé en formes sulfoxyde, sulfénique ou 

sulfinique ou pont  disulfure (Davies, 2005). 

 

H2O2 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 espèces 
1
O2 et OH

. 
 (Figure 7). Par 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Les produits d’oxydation  des acides aminés de type cystéine et méthionine par les ERO d’après Møller 

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 espèces réactives produites. 

 

 Si l’extinction (ou « quenching ») de la 
3
Chl n’intervient pas rapidement, cette espèce, qui n’est 

pas une espèce dangereuse en soi, peut provoquer la formation d’
1
O2, espèce hautement réactive et 

dangereuse (Foyer, 1997 ; Niyogi, 2000). 

 

 

4.1. Evitement de production des ERO 

Afin de limiter l'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, l’empêchement de la 

conversion de l'énergie absorbée en ERO, et enfin le drainage de l’excès de pouvoir réducteur généré 

par la chaîne photosynthétique de transfert d’électrons (Figure 8). 
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Figure 8: Représentation schématique des systèmes de dissipation des photons et des électrons en excès au cours de 

la phase lumineuse de la photosynthèse selon Niyogi (2000).  

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

 

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

 

Lorsque l’apport en lumière à l’appareil photosynthétique est excessif par comparaison avec les 

capacités d’assimilation de la plante, celle-ci est capable de procéder à des changements 

morphologiques qui permettent de limiter l’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 parallèle à la lumière incidente de façon à limiter l’absorption d’énergie. 

Ces mouvements sont dus à la présence de récepteurs membranaires de la lumière bleue, les 

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

 

L’apport d’un excès de photons peut provoquer une accumulation d’énergie au sein des 

complexes ou antennes de collecte de la lumière du PSII, provoquant une augmentation de la durée 

de vie de la chlorophylle singulet excitée (
1
Chl*). Cette espèce, responsable du transfert d’énergie 

initiateur du transport d’électrons photosynthétique, peut alors être spontanément transformée en 

chlorophylle triplet (
3
Chl*). 
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La 
3
Chl* est incapable de céder un électron à l’accepteur primaire QA, et sa formation 

correspond ainsi à une dissipation de photons absorbés. Cette forme est potentiellement très toxique 

puisqu’elle peut conduire à la formation d’oxygène singulet. Mais la chlorophylle singulet excitée 

(
1
Chl*) peut être efficacement désexcitée par un transfert d’énergie vers les caroténoïdes, qui ont 

alors un rôle photoprotecteur (Niyogi, 2000). 

 

Le processus d'extinction d’énergie ou « quenching » non photochimique dépendant du pH (qE) 

permet aux plantes de désactiver la 
1
Chl* par émission de chaleur (Holt et al., 2004). L’un des 

mécanismes centraux de la photoprotection est constitué par le cycle des xanthophylles, qui participe 

à la dissipation de l'excès d'énergie lumineuse. Ce processus est activé par l’acidité du lumen des 

thylakoïdes, provoquée par la saturation du transport d'électrons transmembranaire et de l’activité du 

complexe ATP-synthétase (Morosinotto et al., 2003). 

 

 Cette acidification va alors activer la violaxanthine dé-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 

caroténoïdes sont capables de désexciter la chlorophylle singulet excitée (
1
Chl*) et l’énergie en excès 

est libérée sous forme de chaleur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Cycle et voie de biosynthèse 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 uniquement dans les plantes C3. 

Elle est apparue initialement comme un phénomène 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 l’établissement d’un cycle futile très consommateur d’énergie 

lorsque la quantité de CO2 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 à 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 l'une des sources majeures de 

production d'H2O2 dans le peroxysome (Foyer et al., 2009). 

 

Chez les feuilles des plantes C3, l'oxygénation 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 à la fois le NADPH et l'ATP pour récupérer les atomes 

de carbone fixés qui seraient autrement perdus. Ainsi, bien que cela puisse sembler à première vue 

être un processus coûteux qui est une relique de l'histoire de l'évolution de la RubisCo, la 

photorespiration peut aider à limiter les dommages à l'appareil photosynthétique lors de périodes 

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

 

4.1.3. La chlororespiration 

Le  transfert cyclique d'électrons autour du photosystème I contribue significativement au bon 

fonctionnement de la photosynthèse chez les plantes C3. Ce dernier peut être  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 chaîne respiratoire qui transfère des 

électrons à partir du NAD(P)H vers  l’O2 via le pool de plastoquinones. Il existe maintenant des 

preuves solides qu'une voie chlororespiratoire opère 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 façon 

à déterminer leurs rôles physiologiques en particulier lors de contraintes environnementales. 

 

 

Les réactions principales de la photosynthèse oxygenique consistent en un  transfert vectorial 

d'électrons à partir de l'eau au NADP+ impliquant des complexes protéiques  présents  dans les 

membranes des thylakoides, à savoir le photosystème II (PSII), le complexe du cytochrome b6/f, le 

photosystème I (PSI) et la ferredoxin NADP
+
 réductase. A côté 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 espèces photosynthétiques comprenant les algues et les 

plantes supérieures (Carol et Kuntz 2001 ; Kuntz 2004).                    De nombreuses études ont 

montré que la  PTOX pourrait être un cofacteur de biosynthèse des carotenoïdes et jouer un rôle 

important dans la biogénèse des chloroplastes (Aluru et al., 2006) et l'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 à un changement  des conditions environnementales, telles la 

température, la lumière, etc., a été détecté chez de nombreuses plantes (Rumeau et al.,  2007). Par 

conséquent, il est probable que PTOX joue un rôle 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 photosystème II (PSII), et n’est sensé être 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 à divers stress. Sous des stress  environnementaux, tels que la 
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salinité ou les excès de  métaux, la concentration  en O2 sub cellulaire (en particulier autour des 

membranes des thylakoides) serait réduite puisque la stimulation de l’expression des gènes codant 

pour la PTOX et l'astaxanthine empêchent la génération ROS  dépendantes de l’O2  (Li et al., 2008, 

2010).  

 

4.1.4. La respiration  mitochondriale 

Les mitochondries participent également à la  dissipation de l'excès du pouvoir  réducteur produit 

par les chloroplastes. Ceci a été montré par l’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 l’activité métabolique dans les 

mitochondries en conditions environnementales non favorables. Elle permet de drainer l'excès de 

pouvoir réducteur formé, et donc d'éviter l'accumulation d'énergie au niveau des chlorophylles 

(Brestic et al., 1995) et de plus, fournit du CO2 à 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 chaîne respiratoire par le transfert 

des électrons de la synthèse 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 systèmes 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 transfère 

les électrons de l'ubiquinone à l'oxygène et génère de l'eau comme produit final. La forme 

fonctionnelle de l'enzyme est un homodimère dont les 2 polypeptides de 35 kDa environ peuvent être 

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 côté matriciel. 
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L'AOX est une protéine inductible par le stress; son expression est augmentée suite à l'infection 

par un organisme pathogène (Ordog et al., 2002) mais aussi par le froid (Gonzalez-Meler et al., 

1999). La voie de l'AOX permet aussi de limiter la formation de ERO, en empêchant une sur-

réduction de la chaîne de transfert d'électrons et par voie de conséquence la formation de ERO 

(Millenaar et al., 1998). Ceci est corroboré par le fait que l'expression de l'AOX est induite par des 

inhibiteurs de la chaîne respiratoire et par le peroxyde d'hydrogène. 

 

Maxwell et al. (1999) ont démontré l'importance de l'AOX pour limiter la formation de FAO  

lorque la voie cytochrome oxydase ou COX est inhibée par l'antimycine A (inhibiteur du comlexe 

III). La surexpression de l'AOX conduit à une diminution du niveau des ERO, tandis que la 

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

 

Par conséquent, les mitochondries peuvent jouer un rôle central dans l'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  systèmes de 

défense antioxydants. Un grand nombre de travaux de recherche ont établi que l'induction et la 

régulation de ces systèmes sont essentielles pour la protection contre les effets de diverses contraintes 

biotiques et abiotiques. Les composants du système de défenses antioxydantes sont non enzymatiques 

ou enzymatiques. 

 

 Les systèmes non enzymatiques antioxydants sont représentés principalement par des composés 

de bas poids moléculaire soit solubles comme le  glutathion réduit (GSH) et l’acide ascorbique 

(ASC), soit lipophiles comme les caroténoïdes et les tocophérols (Mitler et al., 2004 ; Chen et 

Dickman 2005). 

 

Les systèmes 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 à thiols. 
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4.2.1. Les systèmes antioxydants non enzymatiques de bas poids moléculaire 

4.2.1.1. Le glutathion 

 

Le tripeptide glutathion (γGlu-Cys-Gly; GSH) est l'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 (Figure10). 

 

Il est produit en abondance sous forme réduite (GSH) dans les tissus végétaux. C’est l’une des 

principales formes de soufre organique transporté dans le phloème (Mendoza-Cózatl et al., 2008). 

 

Il se déplace entre les cellules, soit par voie apoplastique, soit par voie symplastique. II est 

localisé dans tous les compartiments cellulaires tels que le cytosol, le réticulum endoplasmique, la 

vacuole, les mitochondries, les chloroplastes, les peroxysomes ainsi que l’apoplaste (Jimenez et al., 

1998). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 Dans les cellules du mésophile des feuilles d'Arabidopsis, le pool de glutathion total  est 

différemment réparti entre les différents compartiments subcellulaires. Environ 52% de ce pool se 
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retrouve dans le cytosol avec une concentration de l’ordre de  3,5 mM  et à 27.5% dans les plastes 

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

 

Le glutathion joue un rôle central dans de nombreux processus physiologiques, comme  la 

régulation du transport des sulfates, la transduction de signaux, la conjugaison des métabolites, la 

détoxication des xénobiotiques et l'expression de gènes en réponse au stress (Xiang et al., 2001 ; 

Mullineaux et Rausch 2005). 

 

La synthèse du glutathion se produit en deux étapes dépendant de l'ATP. Tout d'abord, la 

glutamate-cystéine ligase (GCL) catalyse la formation de γ-glutamylcystéine à partir de Cys et  de 

Glu. Puis, la glutathion synthétase (GS)  ajoute une Gly au γ-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 l'homéostasie 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’
1
O2, H2O2  et OH

.
  

(Larson 1988 ; Noctor et Foyer 1998).  

 

Par ailleurs, le GSH joue un rôle clé dans les systèmes de défense antioxydants en régénérant un 

autre antioxydant, l’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 l'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 systèmes thiorédoxines (TRX) cytosoliques a aussi été 

décrite. Dans certaines conditions, les modifications du potentiel redox du glutathion peuvent  

influencer les mécanismes qui contribuent à l'évolution du potentiel redox des TRX et donc au 

contrôle 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 à transférer facilement ses électrons par glutathionylation à 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 à une détérioration 

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

 

Une concentration élevée en GSH est corrélée à la capacité des plantes à 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 système 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 

très 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 à 40% de l'ascorbate total se situe dans le 

chloroplaste. Les concentrations rapportées au niveau du  stroma sont de l’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 l'eau et joue un rôle essentiel pour limiter 

les dommages causés par les ERO dans les plantes (Smirnoff 2005 ; Athar et al., 2008). 
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Le système contrôlant l’état redox de l’ascorbate comprend l’acide L-ascorbique (ASC), le 

monodéhydroascorbate (MDHA) et le déshydroascorbate (DHA). Ces deux derniers constituent les 

deux formes oxydées de l'ascorbate et sont relativement instables en milieu aqueux. La régénération 

de l'ASC par la déhydroascorbate réductase (DHAR) est extrêmement 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 être réduit chimiquement en ascorbate ASC grâce à une enzyme, la 

déhydroascorbate réductase (DHAR), qui tire son pouvoir réducteur du glutathion (GSH).  Ce cycle 

est appelé cycle de l'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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Chez les plantes, les mitochondries jouent un rôle central dans le métabolisme de l'ASC. Celles-

ci synthétisent non seulement l’ASC grâce à la l-galactono-γ-lactone déshydrogénase, mais  

participent aussi à la régénération de l'ASC à 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 à 

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 l'O2
.−

 et d’OH
.
 et intervenir pour régénérer  l’α-tocophérol à partir 

du radical tocophéroxyl. Dans les chloroplastes, l’ASC agit comme cofacteur de la violaxantine de-

époxydase et contribue ainsi à la dissipation de l'énergie d'excitation en excès sous forme de chaleur 

(Smirnoff 2000). 
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En condition de stress oxydant (forte lumière 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 intrinsèque dans les mutants sous forte salinité entraîne une diminution 

spectaculaire de la teneur en forme réduite de l'ascorbate et est associée à 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). 

 

Ils sont localisés chez les plantes dans les membranes des thylacoïdes des chloroplastes (Kamal-

Eldine et Appelqvist, 1996). Un niveau nettement plus élevé en α-tocophérol est présent dans les 

feuilles de plusieurs espèces de plantes par comparaison avec  le γ-tocophérol, avec plus de 90% de 

la teneur foliaire de la vitamine E sous forme d’α-tocophérol. Le γ-tocophérol est plus abondant dans 

les graines. Les β-et δ-tocophérols sont des formes rares chez la plupart des espèces végétales (Foyer 

et Noctor, 2005). 

 

Sur les quatre formes de tocophérols (α-, β-, γ-, δ-) dans les plantes, l’α-tocophérol possède 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 

l’extinction (quenching) de l'oxygène singulet généré principalement par la chlorophylle triplet dans 

le photosystème II (Krieger-Liszkay, 2005). Il a été ainsi estimé qu'une molécule d’α-tocophérol peut 

piéger jusqu'à 120 molécules d’
1
O2 (Munné-Bosch, 2005). 

Leur deuxième fonction consiste à 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 synthèse des tocophérols dans les 

plantes supérieures. Des niveaux élevés de ces composés sont observé pendant une période de déficit 
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hydrique. Ainsi, la comparaison de deux espèces de Solanum (S. chilense et S. lycopersicum) 

différant dans leur tolérance à la sécheresse a révélé  que S. chilense présente en plus d’une 

conductance stomatique basse, des niveaux élevés en α-tocophérol par rapport à S. lycopersicum, 

espèce sensible au déficit  hydrique (Loyola et al., 2012). 

 

La surexpression du gène tocophérol cyclase  (VTE1) 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 gène participe à la synthèse des 

tocophérols. 

4.2.1.4. Les flavonoïdes 

 

Les flavonoïdes sont largement répandus dans le règne végétal et sont présents généralement 

dans les feuilles, les pièces florales, et les graines. Ils sont également abondants dans les parties 

ligneuses comme les tiges et les écorces. L’analyse des flavonoïdes en fonction de leur structure 

permet de les classer en flavonols,  flavones, isoflavones et anthocyanes (Tournaire et al., 1993 ; 

Olsen et al., 2010). 

 

Les flavonoïdes peuvent s'accumuler dans la vacuole comme glycosides, dans des cellules à la 

surface des feuilles, et comme exsudats dans d'autres parties aériennes des plantes. La concentration 

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

 

Les flavonoïdes sont supposés avoir de nombreuses fonctions : pigmentation des fleurs, fruits et 

graines, protection contre les rayons UV, défense contre les agents phytopathogènes (micro-

organismes pathogènes, insectes, animaux). Ils jouent également un rôle dans la fertilité des plantes 

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

 

Le rôle clé des flavonoïdes dans la protection contre les rayonnements UV-B a été montré en 

examinant des mutants d'Arabidopsis présentant une capacité de synthétiser les flavonoïdes réprimée 

(Bieza et Lois, 2001) 

 

De nombreux gènes de biosynthèse des flavonoïdes sont induits dans des conditions de stress. En 

effet, il a été constaté une forte augmentation des quantités de flavonoïdes à la suite de contraintes 

biotiques et abiotiques, telles que les blessures, la sécheresse, une exposition à des métaux et une 

carence en nutriments (Winkel-Shirley 2002). 
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Les flavonoïdes 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 (Løvdal et al., 2010). 

 

4.2.1.5. Les caroténoïdes 

 

Dans la nature, il existe plus de 600 caroténoïdes, pigments liposolubles présentant une activité 

antioxydante. Ces composés 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 β-carotènes) effectuent trois fonctions principales 

dans les plantes. Ils absorbent la lumière à des longueurs d'onde comprises entre 400 et 550 nm et 

transfèrent cette énergie à la chlorophylle. Ils sont importants pour la stabilité et l'assemblage des 

photosystèmes ainsi que pour la stabilisation des membranes thylacoïdiennes ce qui leur confère une 

fonction structurale. Enfin, ils possèdent une fonction antioxydante de protection de l'appareil 

photosynthétique par une activité de l’extinction (quenching) de la chlorophylle triplet (
3
Chl) et de 

désactivation de l’
1
O2 .  

 

Cette dernière fonction au travers du cycle des xanthophylles contribue à la dissipation de 

l’excès d’énergie. Les caroténoïdes constituent donc une première ligne de défense contre la toxicité 

liée aux ERO (Collins 2001 ; Niyogi 2001 ; DellaPenna 2006 ; Triantaphylidès et Havaux, 2009 ; 

Ramel et al., 2013 ). 

 

 La composition des xanthophylles chez les plantes est remarquablement conservée et se 

compose de cinq grand types, le plus abondant étant la β-lutéine et les quatre autres étant la 

violaxanthine, la néoxanthine, l’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 l’excès d’énergie lumineuse sous forme de chaleur. 

 

La dégradation oxydative de β-carotène produit un certain nombre de composés volatils à chaîne 

courte durant l'oxydation par l’
1
O2 de β-carotène: le β-cyclocitral (β-CC), la β-ionone (β-I), et la 
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dihydroactinidiolide avec également une  production minoritaire et moins prononcée de α-ionène. 

Chez des plantes Arabidopsis exposées à un stress lumineux, le β-cyclocitral est capable de réguler 

l’expression de certains gènes et d'induire ainsi des mécanismes de défense contre l’
1
O2 (Ramel et al., 

2012b). 

 

4.2.2. Systèmes 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 O2
.−

 en catalysant leur dismutation : un ion O2
.−

  est réduit en H2O2 

et un autre oxydé en O2.  Ceci diminue ainsi le risque de formation du radical OH
.
. 

 

                        O2
.−

 + O2
.−

  + 2H
+
 → 2H2O2 + O2 

 

Les SOD sont classées selon le type de leur cofacteur métallique. Il en existe trois connus: le 

cuivre/zinc (Cu/Zn-SOD), le manganèse (Mn-SOD) et le fer (Fe-SOD). Ces isoformes sont localisées 

dans différents compartiments cellulaires des cellules végétales (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 mûrier (Harinasut et al., 2003), Lycopersicon esculentum 

(Gapińska et al.,2008) et Hordeum vulgare (Pérez-López et al.,2009). 
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Wang et Li  (2008), en étudiant l'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 l'activité SOD lors de cette contrainte environnementale.  

 

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

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

 

La SOR est une métalloprotéine contenant un site actif à fer ferreux non-hémique (Niviere et 

Fontecave, 2004). Après réduction du radical anion, l’enzyme est régénérée, car elle est capable 

d’accepter les électrons d’une large gamme de donneurs. L’enzyme ne semble pas reconnaître de 

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

de l’O2
.−

  conduisent à la formation de peroxyde d’hydrogène (Figure 12). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Cycle calalytique de la superoxyde réductase d’après Niviere et Fontecave (2004). 

 

 

 Le peroxyde d’hydrogène formé est  à une certaine concentration toxique et peut conduire à la 

formation de radicaux HO
•
. Les catalases interviennent alors pour dégrader le peroxyde d’hydrogène. 

 

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 l’activité photorespiratoire et également en 

conditions de stress (Garg et Manchanda, 2009). Elles possèdent une très forte affinité pour H2O2 

qu’elles dismutent en H2O et O2 et permettent de limiter sa diffusion dans la cellule (Scandalios, 

2005). 
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La catalase est l’une des enzymes les plus efficaces du monde vivant. La réaction de 

décomposition d’H2O2 est effectuée avec une proportion d’environ une molécule de CAT pour 

convertir ≈ 6 millions de molécules de H2O2 en H2O et O2 par minute. 

 

En fonction de la concentration en H2O2, la catalase présente une double activité. À faible 

concentration en H2O2 (inférieure à 1 μM), elle agit comme une peroxydase, qui fait intervenir des 

cofacteurs donneurs d’électrons selon la réaction RH2 + H2O2 → R + 2H2O. 

 

 A forte concentration en peroxyde d’hydrogène, l’activité catalytique de l’enzyme s’effectue 

avec H2O2 qui intervient à la fois comme donneur et accepteur d’électrons  (Scandalios, 2005). 

 

Les CAT ont été largement étudiées chez les plantes supérieures où 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 l’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  rôle  essentiel  dans l’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 très spécifique, l’ascorbate. 

 

La famille  des APX est constituée d'au moins cinq isoformes distinctes  présentes sous forme 

thylacoïdienne (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’H2O2 dans le cycle eau-eau et le cycle de 

l’ascorbate-glutathion. Elle réduit H2O2 en H2O, en produisant également des radicaux 

monodéhydroascorbate (MDHA) à partir de l’ascorbate (Hossain et al., 2006). 
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  Bien que le cycle ascorbate-glutathion ait été plus particulièrement 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 H2O2, l’APX  peut jouer un rôle 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 l’activité de l’APX chloroplastique par rapport à celle de plants témoins, mais cette activité 

a tendance à diminuer lorsque le manque d’eau s’accentue. 

L’oxydation de l’ascorbate catalysée par l’ascorbate peroxydase produit du 

monodéhydroascorbate (MDHA) (Miyake et Asada, 1992). Les radicaux monodéhydroascorbate 

produits de façon enzymatique par l’ascorbate peroxydase ou l’ascorbate oxydase, ou par des 

réactions non-enzymatiques (autooxydation), peuvent causer l’inactivation, voire la destruction  des 

composants des chloroplastes. Ces molécules radicalaires doivent donc être 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 rôle essentiel dans la  régénération de l’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) possède 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 l’acide ascorbique ou 

ascorbate à partir de sa forme oxydée et régule l'état redox cellulaire de ce composé (Chen et Gallie 

2005). 

 

                                             DHA + 2GSH → AA + GSSG 

 Cette enzyme est inhibée par les radicaux thiols, alors que H2O2 (<0,1 mM) et les radicaux 

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

 

Il a été noté que la surexpression de DHAR dans le tabac protège les plantes contre la toxicité de 

l'ozone (Chen et Gallie, 2005). La surexpression de DHAR augmente également la tolérance à la 

salinité chez Arabidopsis (Ushimaru et al., 2006), au déficit hydrique et à une exposition à l’ozone 

chez le tabac (Eltayeb et al., 2006). 

 

La glutathion réductase catalyse enfin la réduction du glutathion oxydé, du fait de la réduction de 

l’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 chaîne de réaction, mais constitue, 

selon Tanaka et al., (1985), une étape limitante dans la réduction du GSSG (glutathion oxydé) par le 

NADPH. 

 

 II 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 hypothèse est appuyée par les résultats de 

Tanaka et al., (1990), qui ont observé chez le tabac une tolérance plus élevée à l'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; γ-Glu-Cys-Gly). Chez les plantes, l'activité de la 

plupart des GSTs dépend du site actif qui comporte une sérine stabilisant  l’anion thiolate S
-
 (Dixon 

& Edwards 2010). 

 

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

l'homéostasie hormonale, la séquestration vacuolaire des anthocyanes, le métabolisme de la tyrosine, 
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la détoxication des hydroxyperoxydes, la régulation de l'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 très diversifiées du point 

de vue structure/fonction, avec 25 membres recensés chez le soja, 42 pour le maïs 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 l'ADN, l'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 l'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 d'environ 12 à 14 kDa qui possèdent 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 cinq feuillets β entouré de quatre hélices α 

(Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Structure tridimensionnelle de la thiorédoxine d’épinard d’après Capitani et al. (2000). 
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Les Trx possèdent deux cystéines réactives dans un site actif, généralement WCGPC.  Ce site 

dithiol est exposé de façon à favoriser l'interaction avec les substrats. Cette séquence a été conservée 

au cours de l'évolution pour toutes les isoformes de TRX. Elle est considérée comme la signature des 

TRX (Capitani et al., 2000). 

 

La première thiorédoxine (TRX) a initialement été identifiée chez la bactérie Escherichia coli 

comme étant l'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 première cystéine en N-terminal de ce site actif est 

responsable de l’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 grâce à l’attaque du disulfure mixte par la deuxième cystéine 

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

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 mutagenèse dirigée. En effet, le remplacement de la 

première cystéine par une sérine entraine la perte de l'activité de l'enzyme (Brandes et al., 1993;  

Holmgren 1995) alors que la mutation de la seconde cystéine bloque le mécanisme et conduit à la 

1 2 3 
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formation d’un hétérodimère stable entre la Trx et sa cible (Balmer et Schürmann 2001 ; Wynn et al., 

1995). 

 

Deux fonctions liées à l’activité oxydoréductase de ces protéines ont été mises en évidence. La 

première consiste à servir de substrat de réduction pour des peroxydases à thiols et des méthionine 

sulfoxyde réductases et de leur fournir ainsi du pouvoir réducteur. L’autre fonction des TRX est de 

réguler l’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 à la lumière 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 être regroupées en 

10 types selon leur homologie de séquence et la structure des gènes qui les codent. Elles sont 

présentes dans tous les compartiments cellulaires des végétaux. Près 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

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 soulève 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 après la réduction d'une cible, la TRX oxydée nécessite 

d'être régénérée grâce au pouvoir réducteur fourni par le système de réduction des TRX présent chez 

les cyanobactéries et les chloroplastes des végétaux,  il s’agit du système ferrédoxine thiorédoxine 

(Fd/TRX) (Schürmann, 2003 ; Schürmann et Buchanan, 2008). 

  Il utilise comme source de pouvoir réducteur les électrons de la chaîne de transfert 

photosynthétique qui est transmis du photosystème I (PSI) à la ferrédoxine. Cette dernière transmet le 

pouvoir réducteur aux TRX grâce à la ferrédoxine thiorédoxine réductase (FTR)  

 

Les glutarédoxines (GRXs) sont des oxydoréductases 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 être distinguées sur la base de motifs 

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

 

La plupart des GRXs de classe I ont un site actif comme les TRX-composés de deux cystéines 

séparées par deux acides aminés intermédiaires. Ils peuvent régénérer des peroxyrédoxines (Prx) et 

des méthionine sulfoxide réductases (MSR) (Zaffagnini et al., 2007; Tarrago et al., 2009). 

 

Les GRXs de classe II n'ont qu'une seule cystéine dans le site actif,  cette dernière peut former un 

pont disulfure avec une autre cystéine située dans la même protéine ou sur une autre GRX du même 

type (Gao et al., 2010). 

 

La troisième 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 à thiol 

 

Deux classes majeures de peroxydases à thiol sont connues : les peroxyrédoxines (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 entraîne la libération d’une molécule 

d’alcool ou d’H2O, 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 règnes du vivant et 

constituent des éléments centraux du système de défenses antioxydantes chez les plantes.. 

 

 Elles présentent la capacité de réduire H2O2, 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 à la formation d’acide 

sulfinique, puis d’acide sulfonique. 

 

 La forme acide sulfonique a été mise en évidence sur la Prx Tsa1 de levure et est très 

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) (Figure16 ).  
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Figure 16 : Oxydation et suroxydation des Prx : ROOH et ROH peroxyde lipidique et alcool correspondant, 

Trx(SS) et Trx(SH)2 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 

après exposition des cellules à l’H2O2 peuvent être régénérées, alors que des levures n’exprimant plus 

le gène 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 à un traitement photooxydant (forte lumière combinée à 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 à une cystéine (1-Cys Prx) et trois types à deux cystéines  (2-Cys 

Prx, peroxyrédoxine Q (PrxQ), peroxyrédoxine II (PrxII)) (Dietz, 2003 ; Noguera-Mazon et al., 

2006). Les PrxQ et PrxII 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 dimère. 

 

La famille des peroxyrédoxines de type II (Prx)  peut être 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 à 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 à D sont communes et conservées chez les 

plantes supérieures. Le génome d’A. thaliana comporte des gènes codant pour chacun de ces six  

groupes de Prx (Horling et al., 2003). Ces 4 grands types de Prx sont répartis dans les différents 

compartiments subcellulaires (Figure 17).  
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Dans des lignées mutantes modifiées pour l’expression du gène  2-Cys Prx et présentant une 

diminution du niveau en proteine, la photosynthèse 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 (Iglesias-Baena et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 H2O2, 

les hydroperoxydes et peroxydes lipidiques. Elle participent ainsi à l’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 réduites par les Trx (Navrot et al., 2006). 

 

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

le cytosol, les chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes et l’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). 

 

Même si les fonctions des GPX restent encore assez peu connues, ces enzymes sont notamment 

impliquées dans l’homéostasie d’H2O2, la synthèse de la lignine, la dégradation de l’acide indole-3-

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

 

Les gènes 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 à une forte salinté (Sreenivasulu et al., 2004), exposées à des  métaux 

lourds (Li et al.,2000) ou à 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 nommée 

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) à 

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

. 

La plupart des organismes possèdent deux types de MSR, A et B, qui affichent une spécificité 

absolue pour les deux diastéréoisomères respectivement S et R de MetO. 

 

 Il est à noter que les MSRA et les MSRB ne présentent aucune similarité de séquence, bien 

qu’elles possèdent le même type d’activité biochimique (Tarrago et al., 2009). Mais, une conformité 

de la symétrie structurale est observée entre le site actif des MSRBs et celui des MSRAs (Lowther et 

al., 2002 ; Zhang et Weissbach 2008). 

 

Ces différences dans la stéréo-spécificité revêtent une importance particulière in vivo, car elles 

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

façon racémique dans les cellules des organismes vivants (Zhang et Weissbach 2008). 
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Les mécanismes catalytiques des MSR impliquent une à 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 possèdent deux cystéines 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 système 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Mécanismes catalytiques des MSRs à deux cystéines rédox-actives (A) et à une cystéine rédox-active 

d’après 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 troisième cystéine redox, un deuxième 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, l'acide sulfénique est très 

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 protéines MSR de type B, présentes dans la plupart des organismes, n'ont pas la 

seconde cystéine et par conséquent sont réduites grâce à un mécanisme différent (Vieira Dos Santos 

et al., 2007; Tarrago et al., 2009) (Figure 18B). 

 

Par rapport aux autres organismes (bactéries, levures et mammifères) où 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 



SYNTHESE   BIBLIOGRAPHIQUE 

 68 

des familles de gènes MSR chez les plantes par rapport à 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 mammifères. Chez la levure, la 

suppression et  la surexpression de gènes MSRA résultent en respectivement une diminution et une 

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

 

La surexpression de l’isoforme MSRB2 mitochondriale humaine protége les cellules contre les 

dommages liés à la leucémie lymphoblastique en augmentant la survie cellulaire face aux 

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

 

Chez  les organismes photosynthétiques, les premiers travaux fournissant des preuves de 

l'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 espèces végétales comme des espèces modèles 

(Arabidopsis thaliana) ou cultivées (riz, tomate). Les MSRs ont ainsi été décrites comme jouant des 

rôles protecteurs dans les réponses à des contraintes environnementales telles que la salinité, les 

basses températures et la forte lumière (Rouhier et al., 2006 ; Guo et al., 2009 ; Laugier et al., 

2010 ;Dai et Wang 2012 ).  

 

Cette capacité de protection des structures cellulaires pourrait être liée à deux types de rôles : 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 l’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 systèmes réducteurs des MSR de type Trx 

(Moskovitz et al., 1997). 

 

 

 

 

 



 

 69 

Objectifs de la thèse 

 

L’amélioration du rendement en conditions de déficit hydrique implique de mieux cerner les 

mécanismes adaptatifs à cette contrainte afin de maîtriser davantage les interactions génotype × 

environnement dans les systèmes de cultures. Selon le génotype, les mécanismes d’adaptation 

impliqués peuvent entraîner une augmentation de la tolérance ou l’apparition d’une sensibilité plus 

élevée à la sécheresse (Maury et al., 1996). 

 

Le  lien entre le fait physiologique ou génétique et l’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 à la déshydratation cellulaire intègrent des processus moléculaires 

et biochimiques relatifs aux systèmes antioxydants comme cela a été décrit dans les données 

bibliographiques.   

 

Dans ce contexte, mon travail de thèse 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 systèmes 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 première est une variété locale, Saida, qui tolère des conditions 

de manque d’eau, ce qui se traduit d’un point de vue agronomique par une stabilité de son rendement, 

la deuxième est une variété française sensible au déficit hydrique et nommée Express. Nos travaux 

ont consisté à 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 à une autre pourrait s’avérer intéressante pour définir des critères de sélection de plantes  

tolérantes vis-à-vis du manque d’eau et ainsi développer des outils de diagnostic précoces et 

complémentaires des différentes méthodes classiquement utilisées. 
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Matériel et méthodes 

 

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 à la 

sécheresse (Arnau et al., 1997), ont été obtenues de la société SIS (Via Mirandola, San Lazzaro di 

Savena, Italie). Les semences de Saïda, une variété locale algérienne tolérant la sécheresse, ont été 

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

 

 Après semis d’une dizaine de semences d’un même génoype dans des pots de 2 litres contenant 

le même poids de terreau, les plantes ont été cultivées dans des conditions contrôlées de température 

(25/20°C, jour / nuit), de lumière (350 photons mol m
-2

 s
-1

, photopériode de 12 h) et d’humidité de 

l'air (60%) dans un phytotron. Après une semaine, sept jeunes plants de taille équivalente ont été 

retenus pour chaque pot. Tous les pots ont été arrosés de façon similaire avec la fréquence suivante: 2 

jours avec de l'eau du robinet et le 3ème jour avec une solution nutritive de type Coïc-Lesaint (Coic 

et Lesaint, 1971) (Tableau 1). 

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

SOLUTION A qsp 30 litres (0,3%) 

Acide nitrique (d=1,41) HNO3 1895 ml 

Di-ammonium hydrogénophosphate (NH4)2HPO4 1200 g 

Nitrate de potassium KNO3 2250 g 

Oligo-éléments  1000 ml 

SOLUTION D’OLIGO-ELEMENTS qsp 1 litre 

Ammonium heptamolybdate (NH4)6Mo7O24, 4H2O 0,5 g 

Acide borique H3BO3 15 g 

Sulfate de manganèse MnSO4, H2O 20 g 

Sulfate de zinc ZnSO4, 7H2O 10 g 

Sulfate de cuivre Cu(SO4)2, 5H2O 2,5 g 

SOLUTION B qsp 30 litres (0,3%) 

Acide nitrique (d=1,41) HNO3 5 ml 

Nitrate de calcium Ca(NO3)2 1600 g 

Nitrate de magnésium Mg(NO3)2, 6H2O 900 g 

Nitrate de potassium KNO3 2300 g 

Acide éthylènediaminetetraacétique Fe-Na FeNaEDTA 73,4 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 après le semis (stade 4 feuilles), trois traitements ont été appliqués: un groupe de 

plantes a été cultivé sous arrosage optimal pendant 8 jours (contrôle) et un second groupe a été 

soumis à un déficit hydrique par arrêt de l’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 âgées de 15 jours (stade 4 

feuilles) soumises à un arrêt de l’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 Saïda dans les mêmes 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 être immédiatement pesées afin 

de déterminer le poids frais (Pf) et ensuite immergées dans des boites contenant de l’eau pendant 6 

heures. La pesée des feuilles après hydratation donne le poids saturé en eau (Pr). Ces feuilles sont 

ensuite transférées dans une étuve à 80°C pour deshydratation complète jusqu’à 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 à partir de la formule  

suivante  de  Schonfeld et al. (1988): 

 

 

 

 

 

 

 

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 l’azote 

 

                                                ( Pf - Ps) 

          CRE (%) = [                                         ] x100 

                         ( Pr - Ps) 
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liquide à –196°C. Ils sont ensuite transférés dans un congélateur à –80°C pour être stockés. L’eau 

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

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

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

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

 

Le jour de l’analyse, ils sont broyés avec un petit pilon dans 300 μL de méthanol froid. Après 

filtration à travers un filtre de 0,45 μm PTFE (Iso-Disc; SUPELCO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), 75 μL de l'extrait sont immédiatement analysés par chromatographie liquide à 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 : l’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 µm ; 3,9 * 300 mm WAT011695  (Waters) en 

utilisant  méthode a gradient. 

Les caroténoïdes (néoxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine, lutéine,  zéaxanthine et β-

carotène) et les chlorophylles a et b ont été détectés par absorption à 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), où Z est la zéaxanthine, A  l’anthéraxanthine et V  la violaxanthine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, des chlorophylles et caroténoïdes  extraits 

de disques foliaires d’orge. 

N : néoxanthine,V : violaxanthine, A : anthéraxanthine, L : lutéine, Z : zéaxanthine,  Chl B :Chlorophylle b, Chl 

A :Chlorophylle a,  b-carotene: β-carotène. 

A
U

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

Minutes

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

N
 -

 4
,5

12

V
 -

 5
,7

89

A
 -

 7
,2

37

L 
- 

8,
25

6
Z

 -
 8

,6
13

ch
l B

 -
 1

0,
92

0

C
hl

 A
 -

 1
1,

78
8

b-
ca

ro
te

ne
 -

 1
4,

21
9



MATERIEL ET METHODES 

 

 73 

 L’α-tocophérol  et le γ-tocophérol ont été détectés en utilisant la même procédure, mais par la 

mesure de l’émission de fluorescence (λex = 295 nm, λem = 340 nm) (Figure 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, des tocophérols extraits de disques foliaires 

d’orge.  γ-t : γ-tocophérol,  α-t : α-tocophérol   

 

 

2.2. Dosage du glutathion 

 

Des disques de feuilles congelés ont été broyés en une fine poudre et extraits dans 600 µL d’acide 

diéthylène triamine-penta-acétique (DTPA) 6,3 mM contenant 40 μM d’N-acétyl-L-cystéine et 

0,15%  d'acide trifluoroacétique (TFA). Après 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 μL du surnageant sont  mélangés à 225 μL 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 

l'acétonitrile à une concentration finale de 500 μM après 20 minutes d'incubation dans l'obscurité. La 

réaction a ensuite  été arrêtée en ajoutant 150 μL d’acide méthanesulfonique  froid à 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 à température ambiante. 
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 20 μL de chaque échantillon ont été analysés par HPLC en phase inverse par injection sur une 

colonne C18 4µm (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
-1

). 

 

 Les produits dérivés du bimane ont été détectés par l’émission de fluorescence due à ce composé  

(λex = 380 nm, λem = 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 l’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 diamètre ont été broyés dans 750 μL d’acide 

métaphosphorique froid dilué à 4,5% dans de l’eau. Les échantillons sont ensuite filtrés à travers une 

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

 

Pour les mesures du contenu en ascorbate réduit présent dans l’échantillon (acide ascorbique, 

ASC), une quantité de 20 μL d’extrait a été immédiatement injectée en HPLC pour analyse. 

L’ascorbate est détecté par absorption UV à 245 nm en utilisant une méthode isocratique avec 

une phase mobile : eau acidifiée à pH 2,5 avec de l’acide sulfurique pur.  
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La colonne en phase inverse utilisée est de type C18 WATERS Nova pak ; 60 A, 4 µm, 3,9*300 

mm. Elle est protégée en amont par une colonne de garde Bondapak C18 (Waters). Le temps de 

rétention de l’ascorbate est de 1 min avec un débit de 0,65 mL min
-1

 (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Profil d'élution, par chromatographie sur colonne de silice, de l’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 l’échantillon en acide ascorbique en ajoutant 10 mM de TCEP au 

tampon d’extraction. Le mélange a été laissé à température ambiante et à l'obscurité pendant 4 h à 

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

 

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

entre les valeurs de concentration pour l’ascorbate total (ASC + DHA) et l’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 après réduction par la triphénylphosphine et saponification des lipides 

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

 

L'extraction des lipides a été réalisée selon Montillet et al. (2004) en deux étapes. La première 

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 l'azote liquide avec une tige de verre pendant 30 secondes. Ils  

sont ensuite broyés à l’aide d’un Ultra-Turax pendant 30 secondes à vitesse moyenne jusqu’à 

l’obtention d’un broyat homogène dans 2,5 ml d’une solution de borohydrure de sodium (NaBH4) à 

5% /NaOH à 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 matière fraiche). 

 

 Après homogénéisation au vortex, le broyat est conservé au congélateur à –20°C jusqu’à la 

deuxième l’étape qui consiste à l’extraction des lipides totaux et la libération des acides gras par 

saponification. Les échantillons de la première étape conservés à –20°C, sont décongelés dans la 

glace. Après addition de 3,5 ml d'acide citrique à 1 M au broyat, on ajoute 5 ml d’un mélange 

chloroforme/méthanol 50/50 (v/v). Après 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 à nouveau avec 5 ml de chloroforme. 

 

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

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

 

L'extrait lipidique est alors dissout dans 2,5 ml d'éthanol, après addition de 2,5 ml de NaOH 3,5 

N. Le mélange est ensuite soumis à une hydrolyse dans l’évaporateur à aiguille à 80 ° C pendant 10 

min pour l’élimination de l’éthanol. Le pH est ajusté à 4,5 avec 2,1 ml d'acide citrique 1M.Après 

l’hydrolyse, 1,5 ml de solvant (mélange hexane-éther diéthylique, 50/50, v / v) est ajouté à chaque 

échantillon. Après une centrifugation (700 g 5 min à 4°C), la phase supérieure jaune contenant les 

hydroxyacides est prélevée, transférée dans des tubes sertis et conservée à -20°C en attendant le 

dosage HPLC. 

  

  Une partie aliquote de 100 µL est soumise à 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 à phase polaire entièrement hydroxylée (Zorbax 

RX-SIL 4,6 x 250 mm, 5-μm 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 à 234 nm, 

longueur d’onde correspondant à l’absorption des diènes conjugués. 

La peroxydation lipidique  induite par les espèces actives de l’oxygène (ERO) a été évaluée à 

partir des niveaux des 4 hydroxyacides triéniques (HOTE) et des 4 hydroxyacides diéniques (HODE)  



MATERIEL ET METHODES 

 

 77 

avec comme références l’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 à partir 

du niveau en 13-HOTE après soustraction de la quantité de molécules racémiques de 13-HOTE issus 

d’une peroxydation dépendant des ERO comme décrit dans Montillet et al. (2004). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

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 

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

 

L’émission de photons par les feuilles due à la décomposition spontanée de peroxydes lipidiques 

et de formes carbonyles a été enregistrée à température ambiante en utilisant des capteurs  très 

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

 

Les capteurs sont refroidis avec de l'azote liquide pour réduire le bruit thermique et permettre la 

mesure du faible niveau de lumière en intégrant le signal (Havaux et al., 2006). Avant l’analyse des 

feuilles pour la prise d’image, les plantes sont placées à l’obscurité pendant 2 h. Le temps minimal 

pour une prise d’image est de l’ordre de 20 min. 
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2.6. Mesure de la décomposition enzymatique du peroxyde d’hydrogène (H2O2)  

Deux disques de feuilles de 0,6 cm de diamètre ont été broyés dans de l'azote liquide et la poudre 

reprise dans 500 μL de tampon Tris-HCl 50 mM pH 8, additionné de 1 mM de fluorure de 

phénylméthanesulfonyle (PMSF), un inhibiteur de protéases. Après centrifugation (16000 g, 20 min, 

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

 

La concentration en protéines a été 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’H2O2 a été suivie par spectrophotométrie à 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 H2O2 

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

 

Les calculs de l’activité ont été réalisés selon Aebi (1984) en suivant la disparition du 

peroxyde d’hydrogène, sur la base du coefficient d’extinction de cette molécule 

(E = 39,4 mM-1 cm1). L'activité CAT a été estimée par la diminution de l'absorbance de H2O2 à 240 

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

H2O2 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-HCl, pH 8,0 et 1 mM PMSF à 4°C. 

 Après 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 

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

 

La méthode spectrophotométrique de mesure de l’activité SOD est un test quantitatif utilisant le 

couple xanthine/xanthine oxydase comme générateur d'ion superoxyde (O2
.−

 ). L'ajout de cytochrome 

c dans une solution de xanthine/xanthine oxydase entraîne 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 système xanthine/xanthine oxydase 

d'un échantillon protéique contenant une activité superoxyde dismutase entraîne 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 c 

(McCord and Fridovich, 1969). 

 

Une première solution (A) est préparée (10 ml) contenant 1,5 ml du tampon phosphate de 

potassium 50 mM à pH 7,8 avec de l'EDTA à 0,1 mM ainsi que 7,5 ml de xanthine à 1 mM et du 

cytochrome c à 1mM (Sigma).  

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

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

 

 3 µl de solution (B) sont ajoutés dans 1 mL (contenance des cuves de spectrophotomètrie) de 

solution (A) afin d'obtenir une pente comprise entre 0,015 et 0,025 U.min
-1

 à 550 nm qui est la 

longueur d'onde d’absorption pour le cytochrome c réduit. La cinétique de réduction est suivie 

pendant 4 minutes (McCord, 2001). Les mesures sont effectuées en utilisant un spectrophotomètre  

(Cary 50 UV Varian) thermorégulé à 25
◦
C. L'activité superoxyde dismutase d’extraits protéiques de 

feuilles a été mesurée avec des aliquotes de 3 μL. Ce volume a été utilisé pour avoir une 

détermination optimale de cette activité, le pourcentage d'inhibition devant être compris entre 40 et 

60 %. 
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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-HCl, pH 8,0 et 1 mM PMSF  à 4°C. Après agitation forte 

suivie d’une centrifugation (16000 g, 20 min, 4° C), le surnageant contenant les protéines solubles a 

été stocké sur de la glace et utilisé dans les heures suivant l’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 l'activité SOD s'effectue de la façon suivante : l'excitation par la lumière de la 

riboflavine entraîne un transfert d'électrons d'un donneur d'électron (dans le cas présent, c’est le 

Temed ou N, N, N', N'-tétra méthyl éthylène diamine) vers l'oxygène, 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 où ont migré les différentes isoformes de 

SOD provenant de l'échantillon protéique. Ces enzymes éliminent l'ion superoxyde par dismutation et 

laissent place à 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'électrophorèse 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 à 13% en acrylamide surmonté d’un gel de concentration à 5% 

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

Les quantités chargées sur le gel varient entre 60 et 120 µg de protéines selon la teneur des 

échantillons. La migration est ensuite réalisée à 4°C sous un voltage de 80V dans un tampon de 

migration de type Tris-glycine (Invitrogene). 

 

Après 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 à pH 7,8 contenant  28 M de riboflavine et 

28 mM de TEMED pendant 20 minutes sous agitation. 

 

Afin de vérifier la spécificité des signaux révélés, l’addition aux bains  de 2 mM de KCN permet 

d’inhiber spécifiquement les Cu/ZnSOD, alors que l’addition d’H2O2 à 2 mM inhibe les FeSOD et les 

Cu/ZnSOD. 

 



MATERIEL ET METHODES 

 

 81 

 Le gel est ensuite exposé sous une lampe (150 Watts) pendant 15 minutes. Le principe est de se 

servir de l'énergie lumineuse pour générer de l’anion O2
.−

  et d'utiliser le Nitro Blue Tétrazolium 

(NBT) pour détecter 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 être quantifiée en utilisant un logiciel associé au système de visualisation G:BOX (Syngene). 

 

2.8. Dosage de l'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 à 15 mM, pH 8.0, 10 mM 

MgCl2, 30 mM KCl 20 mM DTE, 0.25 mM dabsyl-MetO. La réaction est  ensuite déclenchée  par 

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

 

La réaction se déroule à 37 °C dans un thermomixeur sous agitation modérée pendant 3 h, puis 

elle est  arrêtée par addition de 900 μl d’un mélange contenant du tampon acétate à 29 mM , pH 4.16 

et de l'éthanol  (50/50, v/v). 

 Après centrifugation (12000 g, 30 min, 4C), 160 μl du surnageant ont été analysés pour séparer 

le dabsyl-Met et le dabsyl-MetO par chromatographie liquide à haute pression (HPLC) avec une 

colonne de type SunFireTM en phase inverse C18 (Waters, Milford, MA) et  en utilisant un gradient 

composé 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 tôt lors de l’augmentation de la proportion en 

acétonitrile. 

  Le débit est de 1 ml min
-1

 à température ambiante avec une  longueur d'onde du détecteur 

(barrette de diodes, Waters 996) fixée à 466 nm pour la lecture de l’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 

 

Après broyage des échantillons foliaires préalablement stockés à –80°C dans de l'azote liquide, 

la poudre est reprise dans le tampon d’extraction contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.0 ,1mM PMSF, 50 

mM  d’un antioxydant, le β-mercaptoéthanol (Sigma). L’extrait est ensuite soumis à une agitation 

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

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

volume de surnageant et conservées à -20°C, après 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 l'extraction sont réalisées à 4°C. Les limbes foliaires (12 à 15 g de 

matière fraîche) 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 µm de porosité, puis sur une mousseline de 60 

µm. Après 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 à 40 % (v/v) et d'une couche inférieure de 10 ml à 90 % (v/v) dans du 

milieu A. Lors d’une centrifugation dans un rotor à godets oscillants (5000 g, 4°C, 10 min), les 

chloroplastes intacts migrent à l'interphase des deux coussins de Percoll. Les mitochondries et les 

débris chloroplastiques ne pénètrent pas dans la phase à 40 % de Percoll, et l'amidon se retrouve dans 

le culot au fond du tube. 

 Les chloroplastes intacts sont délicatement récupérés par aspiration et lavés dans 20 ml de 

milieu A. En vue de l’extraction de protéines, après centrifugation (3000 g, 4°C, 5 min), le culot est 

repris dans un tampon de stockage (Tableau 3) et conservé à -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 

MgCl2 1 mM 

Acide Ascorbique 2 mM 

DTT (extemporanément) 5 mM 

 

 

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

 

Tris-HCl pH 8,0 10 mM 

EDTA 2 mM 

NaCl 15 mM 

Inhibiteur de protéases : 

- ACA 

- BAM 

- PMSF (extemporanément) 

 

5 mM 

2 mM 

1 mM 

 

 

Un volume de 200 µL de suspension chloroplastique lysée est incubé avec un volume de 800 µL 

de tampon (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, ACA 5 mM, BAM 2 mM, PMSF 1 mM) soumis à une 

agitation forte à 4°C pendant 1 h. Les protéines solubles du stroma sont récupérées dans le surnageant 

après centrifugation (10000 g, 4°C, 10 min), puis précipitées par addition d’un volume d'acétone et 

conservées à -20°C. 

 

3.2. Dosage des protéines   

Le dosage des protéines est réalisé selon une méthode basée sur l’acide bicinchoninique, BCA, 

(Kit BCAssay, référence UP40840A, Interchim). Ce dosage permet de déterminer la quantité de 

protéines contenues dans un échantillon de 200µl de mélange  surnageant/acétone.  

 

Après précipitation de la fraction protéique par centrifugation (14000g, 4°C, 10 minutes), le 

culot est repris dans 50µl d’une solution de SDS 0.2%. Le réactif BCA est préparé en mélangeant  50 

volumes de la solution ‘A’ incolore contenant le BCA (référence UP95424A) et 1 volume de la 

solution ‘B’ bleu contenant du sulfate de cuivre (référence UP95425). Le mélange prend une 

coloration bleu-vert pâle et on ajoute 1ml du réactif dans chaque échantillon. Un blanc est préparé 

avec 50µl de SDS 0.2% sans fraction protéique. Après incubation des échantillons dans une étuve à 
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37°C  pendant 30 minutes, on remarque l’apparition d’une coloration violette qui correspond à la 

formation du complexe coloré BCA-cuivre-protéines. L'absorbance des complexes colorés est lue par 

spectrophotométrie (Cary 50, Varian) à 562 nm. 

 

 La concentration protéique des échantillons est déterminée à partir d'une gamme étalon 

d’albumine de sérum bovin (référence UP36859A) mémorisée dans l’ordinateur du 

spectrophotomètre. Chaque mesure est effectuée contre le blanc du dosage. Les résultats sont 

exprimés en µg par mL de réactif dans la cuve. La valeur obtenue correspond à la quantité  de 

protéines contenue dans le culot.  

 

 

3.3. Electrophorèse SDS-PAGE en conditions dénaturantes 

L'électrophorèse 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 façon uniforme sur les protéines par interaction 

hydrophobe, les charge négativement et les dénature. Les protéines dénaturées possèdent la même 

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

 

 A partir des extraits précipités à l’acétone, on prélève les volumes correspondant à 150 µg 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 150µL de tampon de charge (Tris-HCl 10 mM  pH 6.8, 

DTT 0.4M, SDS 8%, glycérol 40%, bleu de bromophénol 0.08%), à 1µg.µL
-1

.  

Les échantillons sont dénaturés à 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 à 30 µl volume) sur un gel de concentration à 5 % 

d'acrylamide (m/v) (Tableau 4), le reste des échantillons est stocké à –20°C. Après 15 à 20 minutes à 

90 V, les protéines pénètrent dans un gel de séparation à 13 % d'acrylamide (m/v) (Tableau 5) où la 

migration dure 1 h 30 minutes environ à 150 V jusqu’à la sortie du gel du front de migration. 

L’électrophorèse se déroule dans un tampon de migration dénaturant (Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, 

glycine 192 mM, SDS 0,1%), en employant le système "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 manière à déterminer les masses apparentes des protéines séparées. 

 

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

 

Acrylamide (Sigma) 40 % (m/v 1,25 ml 

Tris-HCl pH 6,8 (1,5 M) 2,5 ml 

SDS 10 % (m/v) 100 µl 

Eau milli-Q ultra-pure 6 ml 

Temed 10 µl 

APS 10 % (m/v) 100 µl 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Immunodétection sur membrane (ouWestern blot) 

 

3.4.1. Electrotransfert 

Après électrophorèse en conditions dénaturantes, les protéines sont transférées en semi-sec sur 

une membrane de nitrocellulose de porosité 0,45 µm (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, l’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). 

 

 

Acrylamide (Sigma) 40 % (m/v 6.5 ml 

Tris-HCl pH 8,8 (1,5 M) 5 ml 

SDS 10 % (m/v) 200µL 

milli-Q ultra-pure 8.1 ml 

Temed 8 µl 

APS 10 % (m/v) 200µl 
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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 à 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 système phosphatase alcaline 

 

Les membranes de nitrocellulose sont placées pendant au moins 30 minutes à température 

ambiante sous  agitation douce dans 20 mL de tampon TBS-T (Tris-HCl 100 mM, pH 8,0, NaCl 159 

mM, Tween 20 à 0,02%) additionné de lait écrémé en poudre à 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 à température ambiante ou une nuit à 4°C dans 

10 ml par membrane de TBST contenant l’anticorps primaire. Les révélations avec les sérums dirigés 

contre MSRB1 d’Arabidopsis et MSRA4 de peuplier (Vieira Dos Santos et al., 2005) ont été 

effectuées en utilisant des anticorps primaires dilués 500  fois . 

 

Après 3 lavages de 10 minutes dans le tampon TBST, une incubation d’une heure est réalisée à 

température ambiante dans 10 ml de TBST par membrane contenant l'anticorps secondaire, produit 

chez la chèvre (Sigma, A3687) dirigé contre les immunoglobulines G de lapin et couplé à la 

phosphatase alcaline, dilué au 1/10000ème. 

Après 3 lavages dans le tampon TBST, la révélation de l'activité phosphatase alcaline est 

effectuée par addition de 66 µL du substrat BCIP (2,5% dans du N,N-diméthylformamide) et de 66 µl 

de NBT (5% dans du N,N-diméthylformamide à 70%), dans 10 ml par membrane de tampon de 

révélation (Tris-HCl 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM). L’énergie libérée par la 

déphosphorylation du NBT entraîne la précipitation du NBT sous forme de formazan, composé de 

couleur brun-violet et permet de visualiser la protéine recherchée. La réaction est arrêtée par rinçage 

des membranes dans de l'eau distillée. 

 

3.4.2.2. Révélation basée sur la fluorescence (système Licor) 

 

La première 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, Vännäs, Suède), respectivement diluées au 1:10000 ème, 1:2500 ème, 1:2000 ème 

et 1:1000 ème. 

 

Trois lavages de 10 min au TBS-T 1X sont réalisés, puis la membrane est incubée pendant 30 

min à l’obscurité avec l’anticorps secondaire dilué au 1/10000ème dans du TBST 1X. Cet anticorps 

anti-IGG de lapin a été produit chez la chèvre et est couplé à un marqueur fluorescent, absorbant à 

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

 

Après trois lavages au TBS-T 1X pendant 10 min à l’obscurité, la membrane subit un dernier 

lavage au TBS (TBST sans Tween-20) pendant 1 heure à une nuit afin d’éliminer le Tween qui  

inhibe l’émission de fluorescence du marqueur. La membrane est ensuite scannée avec le système 

« Odyssey » de chez LICOR de façon à détecter les complexes antigènes-anticorps fluorescents. La 

quantification de l’intensité des bandes est ensuite effectuée avec un logiciel associé à ce système.  
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Résultats et Discussion 

1. Résultats 

 D’un point de vue agronomique, on peut définir la tolérance à la sécheresse d’une variété 

cultivée comme la capacité à 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-à-vis du déficit hydrique. La variété 

française Express (6 rangs) est très productive en conditions optimales,  mais se caractérise par une 

grande sensibilité à la sécheresse. La variété locale algérienne Saïda présente une stabilité de 

rendement même 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 entièrement contrôlées. 

 

1.1.  Effets  physiologiques du déficit hydrique sur les  plantes de deux variétés 

d'orge Saïda et Express 

En premier lieu, nous avons étudié les effets du déficit hydrique sur les deux génotypes d'orge 

cultivés dans des conditions contrôlées  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 même quantité de terreau et en 

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

 

Après le semis des graines et après 15 jours de croissance, un lot de plantes au stade 4 feuilles 

bien développées a été soumis à un déficit hydrique progressif par arrêt de l’arrosage pendant 8 jours. 

Une partie de ces plantes stressées a été ensuite réarrosée pendant 3 jours. Quatre expériences 

indépendantes dans le temps ont été réalisées. 

 

Dans des conditions optimales d'arrosage, les plantes des deux variétés Express et Saïda 

affichent un développement et une croissance très comparables (Figure 24A) avec un  CRE foliaire 

similaire de l’ordre de 98% (Tableau 6). 
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A la fin de la période de 8 jours sans arrosage, la plupart des feuilles, à l'exception des plus 

jeunes, sont  sévèrement flétries, en particulier pour la variété Express. Les plantes de ce génotype  

présentent un plus grand nombre de feuilles endommagées par rapport à celles de la variété Saïda  

(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 à Saïda. En effet, après 8 jours sans arrosage, les valeurs de CRE sont de respectivement 

32% et 43%  pour Express et Saïda (Tableau 6). Ces résultats sont en total accord avec les 

observations visuelles de l’état général des plantes et montrent une meilleure tolérance de la variété 

Saïda par rapport à Express dans des conditions similaires de manque d’eau.  

 

Après un réarrosage, la plupart des feuilles jeunes des deux cultivars retrouvent une turgescence 

complète au bout de 3 jours. Ces plantes  affichent alors des valeurs de CRE foliaires très proches de 

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

 

Mais une différence phénotypique persiste entre les deux variétés après réarrosage. Elle se situe 

au niveau du nombre des feuilles entièrement 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 

Saïda (Tableau7; Figure 24C et D). 

 

 L’ensemble de ces résultats montre clairement plus de dommages chez la variété Express, que 

chez Saïda, lorsque ces deux génotypes sont soumis à 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 à des conditions de sécheresse. Ces expériences montrent donc que le 

comportement des 2 variétés d’orge face à un déficit hydrique appliqué en conditions contrôlées 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 Saïda et Express soumis à un déficit 

hydrique et un réarrosage. 

Genotype 

 

Contenu relatif en eau des feuilles 

Témoin Déficit  hydrique Réarrosage 

Saïda 

Express 

98  ± 1 % 

98 ± 1 % 

43 ± 5 %  

  32 ± 5 % * 

97 ± 2 % 

96 ± 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 âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. *, différence significative par 

rapport à la valeur mesurée pour Saïda dans le même traitement avec p  < 0,05 (t-test). 

 

 

Tableau 7: Nombre de feuilles présentant au moins 50% de la surface sèche ou nécrosée dans des plantes d'orge 

des variétés Saïda et Express soumises à un déficit hydrique pendant 8 jours, puis réarrosées pendant 9 jours. 

 

Genotype 

 

Nombre de feuilles endommagées 

Saïda 1.9  ± 0.2 

 

 

Express 

 

     2.8 ± 0.5 *** 

 
 

Les observations ont été effectuées sur des plantes âgées de 32 jours, soumises à un déficit hydrique pendant 8 jours ; 15 

jours après le semis et réarrosées pendant 9 jours (32 plantes  par génotype). ***, différence significative par rapport à la 

valeur mesurée pour Saïda dans le même traitement avec p  < 0,001 (t-test). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS  

 

 91 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Phénotype des plantes de deux variétés d'orge, Express et Saïda, soumises à un déficit hydrique et après  

réarrosage.  

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

(B) Déficit hydrique: 15 jours après semis (stade 4 feuilles), les plantes sont soumises à un arrêt de l’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 à des résultats similaires.  

(     : feuille endommagée ou nécrosée) 
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1.2. Contenus en chlorophylles, caroténoïdes et tocophérols 

 

1.2.1. Composition en chlorophylles  

Les quantités de pigments photosynthétiques (chlorophylles et caroténoïdes) 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 

Saïda et Express affichent des teneurs en chlorophylles a et b de l'ordre de respectivement 8,3 et 2,7 

mg.g poids sec
-1

. Le ratio Chla/Chlb est le même 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 l’ordre de 6.2 mg.g poids sec
-1 

chez les deux variétés. En ce qui concerne la  

chlorophylle b, une diminution substantielle a été observée chez les plantes stressées de la variété 

Saïda (1,9 mg.g poids sec
-1

) tandis que la variété Express affiche une teneur relativement moins 

affectée (2,4 mg.g poids sec
-1

) en condition de déficit hydrique. Le rapport Chla/Chlb chez la variété 

Express est alors de l’ordre de 2,6 et est inférieur à celui mesuré chez Saïda, 3,2 Cette différence, 

statistiquement significative avec une probabilité  p <0,01, provient de la teneur en chlorophylle b  

nettement plus basse chez Saïda (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 très comparables chez les deux variétés. Pour la 

Chla, cette teneur  est de l’ordre de 5,1 mg.g poids sec
-1

, pour la Chlb,  elle est proche de 1,7 m.g 

poids sec
-1

. Pour le ratio Chla/Chlb, le rapport est identique pour les deux variétés et revient à une 

valeur de 3 (Figure  25 ; Tableau 8). 
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Figure 25 : Teneurs en chlorophylles chez les génotypes d’orge, Saïda et Express, dans différentes conditions de 

régime hydrique 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamètre 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 à quatre mesures indépendantes. . ** , la 

valeur mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saïda dans les mêmes conditions avec 

p <0,01. 

 

1.2.2. Composition en caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont impliqués dans la capture de l’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 

l’anthéraxanthine. L’anthéraxanthine et la zéaxanthine possèdent des fonctions protectrices 

permettant l’évacuation d’un excès 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 à Saïda 

dans les trois conditions de régime hydrique testées. Ainsi, dans des conditions d’arrosage optimal, 

les plantes des deux variétés Saïda et Express affichent un contenu en violaxanthine de l'ordre de 

respectivement 260 et 170 μg.g poids sec
-1

, la différence entre les deux génotypes étant 

statistiquement significative (Figure 26 A). 

 

En ce qui concerne l’anthéraxanthine, les plantes des deux génotypes présentent une teneur très 

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 façon beaucoup plus marquée et significative chez le génotype Express, où la 

teneur est deux fois plus élevée (106 μg.g poids sec
-1

) que chez Saïda (58 μg.g poids sec
-1

) (Figure 26 

C). Dans les plantes réarrosées, ces quantités diminuent très significativement dans les deux variétés, 

avec toujours une différence entre les génotypes, le génotype Express présentant une quantité 

supérieure par rapport à Saïda (respectivement 18 μg.g poids sec
-1 

et 9,9 μg.g poids sec
-1

). 

 

Comme observé pour l’anthéraxanthine en condition de manque d’eau, le contenu en 

zéaxanthine est nettement plus élevé chez la variété Express par comparaison avec la variété Saïda 

(169 contre 52 μg.g poids sec 
-1

). Il est à noter que ce pigment n’est pas détecté chez les plantes bien 

arrosées ou après réarrosage (Figure 26 B).  
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Figure 26: Teneurs en violaxanthine, anthéraxanthine et zéaxanthine chez les génotypes d’orge, Saïda et Express, 

dans différentes conditions de régime hydrique 

 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes âgées de de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’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 (diamètre 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 Saïda dans les mêmes 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 à Saïda 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 après réarrosage 

(Figure 26D). 

 

Ensuite, nous avons analysé le contenu en lutéine, un caroténoïde de type xanthophylle très 

abondant dans les membranes thylacoïdienne végétales. Ce caroténoïde possède également des 
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fonctions protectrices en conditions environnementales générant un stress photooxydant (Havaux et 

al., 2005). Chez les feuilles des variétés Saïda et Express, nous avons mesuré des teneurs en lutéine 

similaires de l’ordre de 650 μg.g poids sec
-1

 dans des plantes témoins (Figure 27A). 

 

Le déficit en eau entraîne une augmentation notable de la quantité de lutéine de l’ordre de 30% 

(852 μg.g poids sec
-1

) chez la variété Saïda et de 50% chez la variété Express  (956 μg.g poids sec
-1

). 

Après réarrosage, les deux cultivars affichent une diminution de la teneur en lutéine similaire (à 

environ 460 μg.g poids sec 
-1

). Cette teneur apparait nettement inférieure à celle mesurée dans les 

plantes témoins.  

 

 Nous avons également déterminé la teneur en β-carotène 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 μg.g poids sec 
-1

) par rapport à Saïda (438 μg.g poids sec 
-1

) (Figure 27B). Après 

réarrosage, une quantité du β-carotène similaire a été mesurée dans les deux génotypes d'orge. Cette 

quantité est inférieure à celle relevée en condition témoin dans les deux génotypes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Teneurs en lutéine et en β-carotène chez les génotypes d’orge, Saïda et Express, dans différentes 

conditions de régime hydrique 

 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes  âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamètre 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’α-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 thylacoïdiennes où il joue un rôle 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 γ-tocophérol, chez les deux variétés d’orge.  

 

Les deux variétés  Saïda et Express montrent une quantité similaire de tocophérols dans des 

conditions d’arrosage optimal  avec des valeurs de respectivement  350 et 8 μg.g poids sec 
-1

 pour les 

formes α et γ  chez les plantes témoins (Figures 28). 

 

 Pendant le déficit hydrique, une  très forte augmentation est observée concernant le contenu en 

γ-tocophérol par rapport aux plantes témoins. Cette augmentation est d’environ respectivement  

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

 

En condition  de réarrosage, on enregistre une diminution très importante chez les deux variétés 

du contenu en γ-tocophérol (Figure 28B), mais la quantité de ce composé est toujours beaucoup plus 

élevée que celle mesurée en condition témoin pour les deux génotypes, elle passe de 124 à 21.7 μg.g 

poids sec 
-1

 (-82%)  pour le génotype Saïda et de 119 à 34.6 μg.g poids sec 
-1

 (-70%) pour le génotype 

Express. 

 

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

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

 

La teneur en α-tocophérol augmente de manière moins prononcée de 350 à 527 et 759 μg.g poids 

sec 
-1

 dans des feuilles de respectivement Saïda et Express, soit d’environ 50 et 120%. Ces  valeurs 

révèlent une différence statistiquement significative entre les deux génotypes  (Figure 28A ; Tableau 

8). 

 

 Après réarrosage, le contenu en α-tocophérol diminue, mais reste toujours à un niveau plus 

élevé par  rapport aux  plantes témoins, en particulier chez  Express avec une quantité de 550 μg.g 

poids sec 
-1

 chez les plantes réhydratées contre 366 μg.g poids sec 
-1

 chez les plantes témoins.Ces 

données révèlent clairement une plus grande accumulation d’α–tocophérol dans la variété d'orge 

Express exposée à un déficit hydrique par comparaison à Saïda. 
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Figure 28: Teneurs en α–tocophérol et γ-tocophérol chez les génotypes d’orge, Saïda et Express, dans différentes 

conditions de régime hydrique. 

 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes  âgées de de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. Les mesures ont été 

effectuées en utilisant des disques (diamètre 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 à quatre mesures indépendantes. *, la valeur 

mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saïda dans les mêmes conditions avec p 

<0,05. 

 

 

En conclusion de ces dosages de chlorophylles et d’antioxydants lipophiles, nous n’avons pas 

observé de différences très 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 Saïda par rapport à Express. 

 

En revanche, les autres dosages d’antioxydants lipophiles (Tableau 8) ont révélé des différences 

marquées entre les deux cultivars avec des teneurs plus élevées chez Express. En particulier, les 

contenus en anthéraxanthine et en zéaxanthine sont très supérieurs chez ce génotype en condition de 

déficit hydrique et après réarrosage. Ainsi, le ratio (Z+A)/(V+A+Z) est nettement et significativement 

plus élevé chez Express que chez Saïda  lors du déficit hydrique. De même, la concentration en α–

tocophérol est plus élevée chez Express par rapport à Saïda dans des conditions de manque d’eau. 

Nos expériences montrent donc que pour la plupart des composés antioxydants liposolubles, la 

variété Express présente des teneurs supérieures par rapport à celles mesurées chez Saïda dans des 

conditions de manque d’eau, et parfois également après réarrosage. 
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Tableau 8:  Tableau récapitulatif des teneurs en chlorophylles, caroténoïdes et tocophérols (μg.g poids sec
-1

) dans les tissus foliaires de plants d'orge des variétés Saïda et 

Express normalement arrosés, soumis à un déficit hydrique ou soumis à un déficit hydrique et réarrosés. 

 

 

 

 
Saïda Express 

Témoin Déficit hydrique Réarrosage Témoin Déficit  hydrique Réarrosage 

Chl a 8599 ± 752 6129 ± 1727 5177 ± 708 7929 ± 1031 6327 ± 887  5187 ± 742 

Chl b 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 7.8 ± 2.8 58.3 ± 4.2 9.9 ± 0.4 9.6 ± 4.3 106 ± 16** 18.7 ± 2.7** 

Zéaxanthine n.d 52.1 ± 8.1 n.d n.d 169 ± 6 *** n.d 

(Z+A)/(V+A+Z) 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 

β-Carotène 325 ± 17 438 ± 133 228 ± 33 338 ± 94 576 ± 50 249 ± 47 

α-Tocophérol 330 ± 47 527 ± 85 425 ± 101 366 ± 65 759 ± 35* 550 ± 104 

γ-Tocophérol 8.84 ± 0.56 124 ± 27 21.7 ± 4.0 7.72 ± 1.79 119 ± 6 34.6 ± 7.2 

 

Les  expériences ont été effectuées en utilisant des disques d'un diamètre 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 à quatre mesures indépendantes. *, ** et ***, la valeur chez Express est significativement différente 

de la valeur mesurée chez Saïda dans les même conditions avec respectivement p <0,05, p <0,01 et p <0,001 (test t). n.d., non détecté. 

Témoin: plantes bien arrosées pendant 23 jours; déficit hydrique : après 15 jours de semis les plantes sont  soumises à un arrêt de l’arrosage   pendant 8 jours; réaarrosage: après 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 très abondant qui remplit des rôles 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 Saïda, une 

quantité totale de glutathion (réduit + oxydé) de l’ordre de 8,5 µmol. g poids sec
-1

 a été mesurée dans 

les deux génotypes, mais avec une proportion différente de glutathion oxydé (GSSG), 30% chez 

Saïda et 20% chez Express (Figure 29).  

 

Après une période de déficit hydrique appliqué pendant 8 jours, une légère augmentation de la 

quantité de glutathion total a été remarquée dans les feuilles de la variété locale Saïda, ceci avec une 

baisse de la proportion de la forme oxydée de 30 à 15%. En revanche, une augmentation très marquée 

de la concentration en glutathion a été observée dans les feuilles de la variété Express (à plus de 23 

µmol.g poids sec 
-1

) avec une proportion plus élevée de GSSG (supérieure à 35%) par rapport à des 

plantes témoins (20%) et par rapport à la variété Saïda (15%) en l’absence d’arrosage (15%) (Figure 

29). 

 

 Après 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 réarrosées de la variété Express montrent encore une teneur supérieure 

en glutathion total par rapport à celles de la variété Saïda (respectivement, 10,9 et 6,3 µmol.g poids 

sec 
-1

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

hydrique. 

 
Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’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 (diamètre 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 Saïda dans les mêmes conditions avec 

respectivement p <0,05, p <0,01 et p <0,001. 

 

 

1.4.  Contenu  en ascorbate 

 

L’ascorbate est l’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 à partir d’échantillons prélevés sur les mêmes 

plantes que celles utilisées pour les analyses de glutathion. Ce composé est présent sous deux 

formes : réduite, 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 l’ordre 

de 21,5 nmol.g poids sec
-1

, mais avec un taux d'oxydation (DHA) supérieur chez la variété Express  

(25%) par rapport à la variété Saïda (12%) (Figure 30).  
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En condition de déficit hydrique, on note une  diminution de près de 50% de la teneur totale en 

ascorbate (ASC + DHA) chez la variété Saïda, à une valeur de 11,29 μmol g poids sec
-1

, contre 20,90 

μmol.g poids sec
-1

 chez les plantes témoins de ce génotype.  

 

La quantité de la forme oxydée, le déshydroascorbate (DHA), est légèrement diminuée dans ce 

génotype en état de déficit hydrique (1,82 μmol.gpoids sec
-1

) 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 µmol.g poids sec-
1
) a été mesuré avec une proportion de forme oxydée 

comparable à celle relevée dans les plantes témoins (de l’ordre de 25%).   

 

Le réarrosage des plantes entraîne une augmentation de la teneur en ascorbate total (ASC+DHA) 

dans les plantes Saïda (15,99 µmol.g poids sec-
1
) par rapport aux conditions du déficit hydrique 

(11,29 µmol.g poids sec-
1
). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30: Teneur en ascorbate chez les génotypes d’orge, Saïda et Express, dans différentes conditions de régime 

hydrique. 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

Les mesures ont été effectuées en utilisant des disques (diamètre 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 Saïda dans les mêmes conditions avec 

respectivement p <0,01 et p <0,001. 

 

 

 

Saida
Expres

s
Saida

Expres
s

Saida
Expres

s

DHA 2,64 5,65 1,82 7,02 2,30 5,65

ASA 18,26 16,47 9,47 24,02 13,68 18,93

0

5

10

15

20

25

30

35

40

μ
m

o
l g

 p
o

id
s 

se
c 

-1

Teneur en ascorbate

DHA

ASA

Déficit hydrique

Témoin

Réarrosage 

*** 

*** 

** 

** 



RESULTATS  

 

 103 

La teneur en forme oxydé (DHA) chez le génotype Saïda mesurée (2,30 µmol.g poids sec-
1
) dans 

ces conditions reste inférieure à celle relevée chez les plantes témoins (2,64 µmol.g poids sec-
1
), mais 

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

 

  En revanche, les plantes du génotype Express montrent une diminution dans la teneur en 

ascorbate total après réarrosage avec une teneur de l’ordre de 25 µmol.g poids sec-
1
 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 révèlent un comportement différent en ce qui concerne les contenus 

en glutathion et en ascorbate des variétés Saïda et Express en conditions de déficit hydrique et après 

réarrosage. Pour les deux composés, la variété Express présente, par rapport à Saïda, un contenu total 

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

 

 

1.5. Décomposition du peroxide d’hydrogène et activité catalase 

L'activité des systèmes enzymatiques de décomposition du peroxyde d'hydrogène,  H2O2, dans 

les extraits de feuilles a été évaluée par spectrophotométrie en suivant la diminution de la 

concentration en H2O2 à 240 nm dans un tampon auquel on ajoute des extraits de feuilles contenant 

les protéines solubles végétales et de l’H2O2 exogène. Il est à noter que  le taux de décomposition du 

H2O2  mesuré à l'aide de cette méthode provient principalement de l'activité  catalase, CAT, comme 

l’ont montré Quéval et al. (2007) en utilisant cette procédure pour la caractérisation de mutants 

d’Arabidopsis déficients pour l’expression de gènes 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 l’H2O2 par rapport à la variété Saïda avec 

des valeurs significativement différentes de respectivement 175 et  130 µmol H2O2 mg prot
-1

 min
-1 

(Figure  31A). 

 

 Dans des conditions de manque d’eau, des résultats inverses ont été notés avec une forte 

augmentation de l'activité chez la variété Saïda (à près de 200 µmol H2O2 mg prot
-1

 min
-1

), alors que 

cette activité de décomposition diminue légèrement chez la variété Express (à 150 µmol H2O2 mg 

prot
-1

 min
-1

) (Figure 31A). 
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 Après réarrosage, la capacité de décomposition du peroxide d’hydrogène ne varie pas 

sensiblement chez les deux variétés par rapport aux conditions de déficit hydrique, à l'exception d'une 

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

 

Nous avons ensuite étudié l'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 révèle 

spécifiquement 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 réarrosées par rapport aux conditions hydriques optimales (Figure 31, 

B et C). 

 

Chez les plantes Saïda, 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 après réarrosage par rapport aux conditions témoins (Figure 31, B et C). 

 

Ces données révèlent une réponse différentielle des deux variétés, puisque la capacité de 

décomposition  d’H2O2  et l'abondance de la CAT sont augmentées chez la variété locale Saïda en 

condition de déficit hydrique, alors qu’aucun changement notable n’est enregistré chez  Express dans 

les mêmes conditions. L’ensemble de ces données, ainsi que le fait que l’activité de décomposition 

du peroxyde d’hydrogène dans les extraits végétaux provient essentiellement de la catalase (Quéval 

et al., 2007), indiquent que l’activité de cette enzyme est très probablement stimulée en période de 

déficit hydrique chez le cultivar Saïda.  
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Figure 31:   Activité de décomposition du peroxide d’hydrogène et abondance de la catalase dans des feuilles de 

deux variétés d’orge, Saïda et Express, dans différentes conditions de régime hydrique. 

(A) Les mesures de l’activité de décomposition d’H2O2 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 l'abondance de la catalase dans les protéines solubles de feuilles 

d'orge (20 µg 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 l’intensité des bandes révélées par l’anticorps dirigé contre la catalase à partir des données 

d’immunodétection  en utilisant l'outil d'analyse du  logiciel Odyssey Licor. 

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

valeur mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saïda dans les mêmes 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 

système xanthine/xanthine oxydase pour générer du superoxyde et en suivant la vitesse de réduction 

du cytochrome c à 550 nm (cf. Matériels et Méthodes 2.7.1). Dans les feuilles de la variété Saïda, 

aucune modification marquée n’a été observée dans le niveau d'activité SOD en fonction du régime 

hydrique, une  activité  de l’ordre de 150 units.mg prot
-1

 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 à fait comparable à 

celle déterminée chez Saïda a été enregistrée dans des conditions témoins, cette activité diminue très 

sensiblement à un niveau de l'ordre de 100 units.mg prot 
-1

 en condition de déficit hydrique et après 

réarrosage. Ces valeurs sont alors nettement et significativement inférieures à celles mesurées chez 

Saïda (Figure 32).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Figure 32: Activité superoxide dismutase chez les génotypes d’orge Saïda et Express dans différentes 

conditions de régime hydrique 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes  âgées de de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 
 

Les mesures de l’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 Saïda dans les mêmes 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 Saïda en condition de déficit hydrique et après réarrosage alors qu'elle est 

sensiblement réduite chez la variété Express dans ces mêmes conditions. 

 

1.6.2. Séparation des isoformes SOD par électrophorèse 

Pour compléter les mesures de l'activité de type SOD, les différentes isoenzymes de cette 

protéine ont été visualisées dans des gels d’électrophorèse en conditions natives, pour ne pas 

dénaturer les complexes et ainsi préserver l’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 à l’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 à 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 très 

probablement à un complexe de plus petite taille par rapport à la forme minoritaire cytosolique qui 

reste dans la partie supérieure du gel. 

 

En se basant sur les données de quantification de l’intensité des deux bandes révélées dans le gel, 

l'intensité de l’activité SOD apparait 20% plus intense chez la variété Saïda 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 après réarrosage chez Saïda. Cette bande est 

beaucoup moins  visible chez Express dans ces mêmes conditions (Figures 33 et 34). 
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Figure 33: Analyse de l'activité des isoenzymes de la SOD sur gel à partir d’extraits de feuilles de deux variétés 

d’orge, Saïda et Express, soumises à différentes conditions de régime hydrique 

T : plantes témoins arrosées pendant 23 jours; S : plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un arrêt de 

l’arrosage pendant 8 jours; R : plantes soumises à un arrêt de l’arrosage pendant 8 jours et réarrosées pendant 3 jours. 

Cu/Zn-SOD (cyt) : superoxyde dismutase  à cuivre et zinc localisée au niveau du cytosol 

Cu/Zn-SOD (chl) : superoxyde dismutase  à cuivre et zinc localisée au niveau du chloroplaste 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Intensité relative par rapport au témoin des deux bandes SOD révélées sur gel à partir d’extraits de 

feuilles de deux variétés d’orge, Saïda et Express, soumises au déficit hydrique et au réarrosage. 

Déficit hydrique: plantes  âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un arrêt de l’arrosage pendant 8 jours; 

Réarrosage: plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

Quantification des bandes d’activité SOD à partir des données des gels natifs en utilisant l'outil d'analyse du  logiciel  
G:BOX (Syngene). Les données sont des valeurs moyennes ± écarts-types provenant de trois à quatre essais  

indépendants.  
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1.7. Contenu en oxydoréductases à thiol et activité  méthionine sulfoxyde 

réductase (MSR) 

 

1.7.1. Contenu en oxydoréductases à thiol 

Au cours des dernières années, de nombreux travaux ont montré le rôle essentiel des  

oxyidoréductases à thiol dans la réponse des plantes au stress oxydant généré par des contraintes 

environnementales (Vieira Dos Santos et Rey, 2006). Ces enzymes fonctionnent grâce à des cystéines 

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

 

Nous avons analysé par immunodétection sur membrane l'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’hydrogène 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 l’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 à un déficit hydrique ou soumises à cette contrainte, puis réarrosées, 

aucun changement significatif pour l'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 à 

Saïda. Dans les plantes réarrosées, nous avons remarqué une forte réduction de la quantité de PrxQ  

chez la variété Express, alors que cette protéine reste relativement plus abondante chez Saïda (Figure 

35). 

 

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

pourrait jouer un rôle essentiel dans les processus de signalisation liés à des conditions de stress 
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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 à un déficit hydrique. La quantité de protéine 

oxydée apparait toutefois supérieure chez Express. Dans les deux génotypes, une baisse marquée  de 

la quantité de cette forme de Prx, jusqu'au niveau observé dans les plantes témoins, est notée après 

réarrosage (Figure 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35: Analyse de l’abondance foliaire des Prx plastidiales par Western blot chez deux variétés d’orge, Saïda 

et Express, soumises à différentes conditions de régime hydrique. 

L’analyse Western a été réalisée en utilisant des protéines solubles de feuilles (20µg par puits pour PrxQ et  Prx IIE et 

10µg 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,  après 15 jours, les plantes sont soumises à un arrêt de l’arrosage 

pendant 8 jours ; R: après 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 sufinique ou SOOH) et pour Prx Q avec la présence de 

quantités plus importantes pour ces deux formes en condition de déficit hydrique chez le génotype 

sensible Express par rapport à Saïda.   

 

 

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 l’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 à 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 l’orge (données non présentées) du fait 

peut-être d’un manque de réactivité du sérum généré chez Arabidopsis contre les isoformes de 

MSRB2 chez les céréales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Analyse de l’abondance foliaire des MSRs plastidiales par Western blot  dans les deux variétés d’orge, 

Saïda et Express, soumises à différentes conditions de régime hydrique 

 

L’analyse Western a été réalisée en utilisant des protéines solubles de feuilles (20 µg par puits pour MSRA4 et  MSRB1) 

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,  après 15 jours, les plantes sont soumises à un arrêt de l’arrosage 

pendant 8 jours ; R: après la période de déficit hydrique, les  plantes stressées sont réarrosées pendant 3 jours. 

 

Pour le type MSRA, il est à 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 après réarrosage, la forme réduite de MSRA4 est 

relativement plus abondante par comparaison aux  plantes témoins, en particulier dans les feuilles de 

la variété Saïda.  

Globalement, on n’observe pas de changement marqué dans la quantité totale (réduite + oxydée) 

de l’isoforme MSRA chez les deux génotypes d’orge dans les différents régimes hydriques analysés 

(Figure 36).  
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En ce qui concerne MSRB1, une quantité plus élevée en protéine a été observée en conditions de 

déficit hydrique et de réarrosage chez les plantes Saïda, alors qu'aucun changement substantiel n’a été 

remarqué dans les extraits de feuilles de la variété Express lors des mêmes traitements. 

 

B.  Quantification de l’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 à un groupement coloré (le dabsyl) permettant sa 

détection par absorption. Dans les deux génotypes cultivés dans des conditions contrôles, une activité 

légèrement inférieure à 10 pmol Met.mg prot 
-1

.min 
-1

 a été enregistrée (Figure 37). Il est à noter que 

cette valeur est relativement faible en comparaison avec celle rapportée chez Arabidopsis, qui est de 

l’ordre de 50 pmol Met.mg prot 
-1

.min 
-1

 (Laugier et al., 2010). 

 

En condition de déficit hydrique, le niveau d'activité MSR augmente sensiblement à une valeur 

de 16 pmol Met. mg prot 
-1

.min 
-1

, ceci de façon similaire chez les deux génotypes d'orge (Figure 37). 

Après  réarrosage, les plantes des deux génotypes présentent une stabilité de  l'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 à thiols ne montrent pas de différences notables entre les plantes des variétés Saïda et 

Express soumises à un déficit hydrique, exceptés, en condition de manque d’eau, où une certaine 

augmentation de la quantité de protéine.MSRB1 chez Saïda et des niveaux plus élevés de Prx Q et de 

2-Cys Prx suroxydée chez Express ont été observés. 
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Figure 37: Activité MSR  dans des extraits de feuilles de deux variétés d’orge, Saïda et Express, soumises à 

différentes conditions de régime hydrique 

Témoin: plantes arrosées pendant 23 jours; Déficit hydrique: plantes  âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’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 révélé 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 très 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 système enzymatique lié aux 

lipoxygénases. 

 

Par HPLC, nous avons tout d’abord déterminé les quantités d'hydroperoxydes lipidiques (HOTE) 

qui sont des marqueurs de l’homéostasie rédox. Les  plantes témoins  des deux génotypes d'orge, 

Témoin
Déficit 

hydrique
Réarrosag

e

Saida 9,18 16,49 15,21

Express 9,11 15,45 15,63

0

5

10

15

20

25

p
m

o
l M

e
t.

m
in

 -1
.m

g 
p

ro
té

in
e

s 
-1

Capacité MSR foliaire

Saida

Express



RESULTATS  

 

 114 

Saïda et Express, affichent des niveaux très 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 très légèrement chez la variété 

Saïda par rapport aux conditions optimales de croissance. En revanche, chez la variété Express, on 

enregistre une très 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).  

 

Après réarrosage, on observe également un niveau de peroxydation lipidique induite par les ERO  

très nettement supérieur chez la variété Express par rapport aux conditions contrôles (x 50) et par 

rapport à Saïda qui présente toujours des niveaux très bas et stables (Figure 38). Il est à noter une 

certaine hétérogénéité dans les valeurs mesurées chez Express. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38: Teneur en  hydroperoxydes de lipides (HOTE) générés par des ERO chez les deux génotypes d’orge, 

Saïda et Express, soumis à différentes conditions de régime hydrique. 

 

Témoin : plantes arrosées pendant 23 jours ; Déficit hydrique : plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours ; Réarrosage : plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

Les mesures ont été effectuées, à 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 à quatre mesures indépendantes. *,  la valeur 

mesurée chez Express est significativement différente de celle mesurée chez Saïda dans les même conditions  avec p 

<0,05. 
 

En parallèle, nous avons mesuré le niveau de peroxydation lipidique provoquée par l’activité des 

lipoxygénases (LOX), qui pourraient participer à des processus de signalisation du stress oxydant par 
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la génération de molécules participant à ces mécanismes et issues de la dégradation des 

macromolécules lipidiques (op den Camp et al., 2003).  

En condition d’arrosage optimal, les génotypes Saïda et Express présentent un contenu similaire 

en HOTE induits par les LOX et inférieur à 100 nmol.g poids sec
-1

 (Figure 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 39: Teneur en hydroperoxydes de lipides générés par des LOX chez les deux génotypes d’orge, Saïda et 

Express, soumis à différentes conditions de régime hydrique. 

Témoin : plantes arrosées pendant 23 jours ; Déficit hydrique : plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un 

arrêt de l’arrosage pendant 8 jours ; Réarrosage : plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

 

Les mesures ont été effectuées, à 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 à quatre mesures indépendantes. 

 

 

 

 Lors d’un déficit hydrique, une augmentation du contenu en HOTE provenant de l’activité des 

LOX se produit chez les deux variétés, mais de façon plus marquée chez la variété Express par 

rapport à Saïda avec respectivement environ 220 et 150 nmol.g poids sec
-1 

(Figure 39).  

 

Après réarrosage, une diminution de la teneur en ces composés est observée chez les deux 

variétés. Cette diminution est beaucoup plus accentuée chez Saïda avec une teneur en HOTE qui 

revient à environ 55 nmol g poids sec
-1

 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 à 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 après 

réarrosage, la variété Express montre une forte augmentation des niveaux d’acides gras hydroxylés  

par rapport à Saïda. 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 même ordre 

de grandeur dans les deux cultivars (Figure 39). Ainsi, nous pouvons conclure que les ERO sont très 

vraisemblablement produites à un niveau très supérieur chez la variété Express par rapport à la 

variété Saïda au cours de la période sans arrosage et après 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 lumière émise spontanément par les plantes. Cette lumière provient 

spécifiquement de l’oxygène singulet, de l’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  à Saïda.  Ce signal  se traduit  par   la 

visualisation des feuilles en couleur jaune/ blanc très visible pour les feuilles chez Express et à peine 

détectable chez Saïda  (Figure 40).  
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Figure 40: Imagerie du stress oxydant par autoluminescence chez les feuilles des deux génotypes d’orge, Saïda et 

Express, soumis à un déficit hydrique pendant 8 jours et après réarrosage durant 3 jours. 

 

Déficit hydrique : plantes âgées de 15 jours (stade 4 feuilles) soumises à un arrêt de l’arrosage pendant 8 jours ; 

Réarrosage : plantes stressées réarrosées pendant 3 jours. 

 

L’échelle des couleurs indique l’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 révèlent un niveau élevé de stress oxydant dans les feuilles de la variété Express 

soumise à un déficit hydrique, mais aussi lors de la phase de récupération après réarrosage. 
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2. Discussion 

Au sein d’un même génotype, différents types de mécanismes aux niveaux moléculaire et 

biochimique contribuent au degré de tolérance vis-à-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 l’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 l’apparition d’un 

stress oxydant, notamment au niveau du compartiment chloroplastique du fait d’un flux important 

d’électrons vers l’oxygène au cours de la photosynthèse. Des perturbations métaboliques liées à des 

contraintes environnementales génèrent ainsi une production accrue d’ERO dans ce compartiment et 

de nombreuses études ont décrit l’intervention de plusieurs systèmes antioxydants lors de contraintes 

environnementales pour limiter ou retarder les effets néfastes des ERO.  

 

L’objectif de ce travail a consisté à déterminer parmi les différents acteurs du réseau antioxydant 

ceux potentiellement impliqués dans les mécanismes de tolérance au manque d’eau chez l’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 à Saida ce qui se traduit par un 

flétrissement plus marqué et une nécrose prononcée de certaines feuilles, observable même après 

réhydratation (Tableau 6 et 7 ; Figure 24). Ces observations chez Express sont associées à des 

niveaux beaucoup plus élevés de la peroxydation des lipides liée aux ERO par rapport à la variété 

Saïda. Plus intéressant encore, l'homéostasie rédox due aux ERO est toujours fortement altérée chez 

Express après réarrosage, mais pas chez le génotype Saïda. Ainsi, on note des taux de l’ordre de 2200 

nmol.g poids sec 
-1

 d’HOTE chez Express contre 5 chez Saïda 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 révèlent ainsi un niveau élevé de stress oxydant dans ce 

génotype (Figure 40). 

 

Ces dernières données signifient que la phase de récupération est une étape critique et 

qu’Express pourrait être également caractérisée par une faible tolérance à l'évolution rapide du 

contenu hydrique dans la cellule. Une réhydratation trop rapide pourrait être associée à des 

perturbations des structures cellulaires et entrainer des dommages autres que ceux provoqués par 
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la déshydratation. Il est à noter que cette situation peut se retrouver en conditions naturelles lors 

par exemple d’une forte chute de pluie après une longue période de sécheresse.  

 

L’ensemble de ces données confirme bien que dans le matériel végétal faisant l’objet de notre 

étude, le degré de tolérance au manque d’eau est associé au niveau de stress oxydant. En effet, le 

cultivar tolérant, Saïda, présente beaucoup moins de dommages oxydants que le cultivar sensible 

lorsqu’ils sont soumis aux mêmes conditions de déficit hydrique.     

 

 

Rôles 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 très prononcée pour les quantités de ces enzymes entre les 

deux génotypes, à 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 à 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 légère 

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 à un déficit hydrique. De façon intéressante et en accord avec nos données, 

Ferguson et Burke (1994) ont rapporté une augmentation du même ordre de grandeur en mesurant 

l’activité MSR dans les plants de blé soumis à un déficit  hydrique par rapport à celle de plants 

normalement arrosés.  

 

Nous pouvons émettre l'hypothèse que l'augmentation de l’activité MSR observée dans notre 

travail, n'est pas liée à l'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 à 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 été 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'électrophorèse bidimensionnelle de protéines chloroplastiques 

de plantes témoins à ceux de plantes non arrosées (Rey et al.,1998). Une  abondance accrue de cette 

protéine  a été constatée dans des conditions de stress osmotique chez différentes espèces 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 grâce à 

l'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 à l’augmentation de la capacité MSR observée chez 

l’orge en condition de déficit hydrique. 

 

L’ensemble de ces données révèle que les réductases à thiol de types MSR et Prx ne  sont 

probablement pas impliquées dans la tolérance au déficit hydrique chez la variété locale Saïda, 

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 après 

réarrosage une activité de décomposition du peroxyde d’hydrogène, H2O2 plus faible par rapport à 

Saïda (Figure 31). Par ailleurs, une abondance sensiblement plus élevée de la protéine CAT a été 

remarquée par immunodétection sur membrane chez Saïda par rapport à Express en condition de 

déficit hydrique.  

 

La corrélation positive chez Saïda entre les niveaux de décomposition du peroxyde d’hydrogène 

et l’abondance de la CAT indique très probablement un rôle accru de cette enzyme dans le piégeage 

du peroxyde d’hydrogène chez ce cultivar en condition de manque d’eau. Ces données nous amènent 

à proposer que cette activité plus élevée de la CAT pourrait participer à la tolérance au manque d’eau 

du cultivar Saïda.  

 

La catalase est en effet un piégeur d’H2O2 majeur dans la matrice des peroxysomes. Chez les 

espèces végétales de type C3 comme l’orge, l’activité photorespiratoire nécessite l’intervention de la 

catalase pour se développer normalement et aussi mieux tolérer des contraintes environnementales. 

Ainsi, un déficit en catalase chez l'orge entraîne 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 systèmes enzymatiques CAT et SOD pour 5 génotypes 

présentant des niveaux différentiels de tolérance au déficit hydrique. De façon similaire, des niveaux 

plus faibles pour les activités de types SOD et CAT ont été mesurés dans ce travail chez les plantes 

Express soumises à un déficit hydrique ou réarrosées par rapport à ceux relevés chez les plantes 

Saïda soumises aux mêmes régimes hydriques (Figure 31 et 32). Ces données nous amènent à 

proposer que la SOD, comme la CAT, pourrait être également impliquée dans la meilleure tolérance 

de ce cultivar au manque d’eau.    

 

 Cette hypothèse est en accord avec les nombreuses preuves acquises au cours des dernières 

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 empêcher l'accumulation des ERO, une conséquence bien connue du 

stress osmotique dans les cellules végétales, et ainsi limiter les phénomènes d’'oxydation engendrés 

par ces espèces toxiques (Miller et al., 2010). Nos travaux paraissent en accord avec ce modèle 

puisque nous avons noté une capacité moindre pour la SOD et la CAT chez la variété Express 

pendant un déficit hydrique par rapport à Saïda. 

 

 

 

Rôle 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 très abondants dans 

les cellules végétales (Noctor et Foyer, 1998;  Rouhier et al., 2008). Ils peuvent atteindre des 

concentrations de l’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 général très 

majoritaire puisqu’elle représente environ 80 à 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 µmol.g poids sec 
-1

 chez les plantes témoins (Figure 28).  

 

En revanche, la variété locale Saïda présente une quantité de glutathion qui n’augmente que 

légèrement en condition de déficit par rapport aux conditions témoins. De plus, le taux d’oxydation 

de ce composé reste très bas par rapport à celui mesuré chez Express en condition de défit hydrique.  

 

En ce qui concerne l'ascorbate, sa concentration montre  une évolution très différente entre les 

deux  génotypes. Nos données révèlent en effet une teneur beaucoup plus élevée en condition de 

déficit hydrique chez le génotype Express par rapport à Saïda, avec également une proportion très 

supérieure de la forme oxydée. 

  

Ces données montrent clairement que les quantités d'ascorbate et du glutathion varient d'une 

manière similaire dans le génotype sensible Express soumis à un déficit hydrique et elles signifient 

que le glutathion et l’ascorbate ne participent probablement pas à la tolérance de Saïda au déficit  

hydrique puisque les teneurs de ces deux composés antioxydants ne varient quasiment pas ou même 

diminuent chez cette variété lors du manque d’eau.  

   

Ces résultats 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 être liée à un système de compensation du 

système enzymatique (CAT, SOD) qui  présente une capacité plus faible d’élimination des ERO chez 

ce cultivar comme nous l’avons rapporté précédemment. 

 

Cette hypothèse 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 état 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 élevé, avec 

une proportion très élevée de la forme oxydée, lorsqu'ils sont cultivés dans des conditions favorisant 

l’activité du métabolisme photorespiratoire (faible CO2). Ces conditions se traduisent par une 

production d’une grande quantité d’H2O2 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 à des plantes de type sauvage (Palatnik et al ., 

2002). 

 

 

 

Rôle 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  α-tocophérol, composé représentant généralement plus de 90% de la teneur foliaire en 

vitamine E (Foyer et Noctor, 2005). L’α-tocophérol joue une fonction importante en tant que 

composé antioxydant en relation avec le glutathion et l’ascorbate (Foyer et Noctor, 2005). Dans un 

même cultivar, des niveaux plus élevés en α-tocophérol sont généralement corrélés à une meilleure 

tolérance aux contraintes osmotiques telles qu’un manque d’eau, comme cela a été constaté chez des 

plantes transgéniques surexprimant des gènes impliqués dans la synthèse d’α-tocophérol chez 

Brassica juncea (Kumar et al., 2013). Des travaux menés sur des mutants d'Arabidopsis dépourvus 

d’α-tocophérol ont révélé que ce composé empêche la photoinactivation du photosystème II, protège 

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 α-tocophérol a été 

relevée chez la variété Express par rapport à Saïda. Nous pouvons donc conclure que ce composé 

n’intervient pas dans les mécanismes de tolérance au manque d’eau chez Saïda, mais qu’il pourrait 

avoir plus un rôle de limitation des dommages chez Express.   

 

Dans ce travail, nous avons analysé par ailleurs les contenus de différents caroténoïdes, et 

notamment ceux impliqués dans le cycle des xanthophylles. Ce cycle, durant lequel la violaxanthine 

est convertie en zéaxanthine par la forme intermédiaire anthéraxanthine, entraîne une dissipation 

efficace non radiative de l'énergie lumineuse dans les thylacoides (Jahns et Holzwarth, 2012), et par 

conséquent la préservation des membranes photosynthétiques vis-à-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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caroténoïdes, qui ont un rôle photoprotecteur, présentent une teneur significativement plus élevée en 

condition de déficit hydrique. Chez le génotype sensible Express, la teneur en anthéraxanthine est de 

l’ordre de 105 µg.g.poids sec
-1

 contre 60 chez Saïda. De même, le contenu en zéaxanthine est quatre 

fois plus élevé chez le génotype Express (environ 170 µg.g.poids sec
-1

) que chez Saïda (40 

µg.g.poids sec
-1

). En conséquence, lorsqu'elles sont exposées à la même 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 à la variété Saïda. 

  

En  caractérisant deux cultivars de blé différents pour leur niveau de tolérance à la sécheresse, 

Loggini et al., (1999) ont également observé, de façon très intéressante, un rapport (A + Z) / (A + Z + 

V) deux fois plus élevé chez le cultivar sensible dans des conditions de déficit hydrique. D’après nos 

données sur l'orge et celles rapportées chez  le blé, nous pouvons conclure  que les systèmes 

antioxydants à base de caroténoïdes de type xanthophylles, ainsi que ceux impliquant l’α-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 manière moins 

marquée dans des génotypes tolérant le déficit hydrique par rapport à ceux sensibles à cette 

contrainte.  
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Conclusions et Perspectives 

 

En considérant toutes les données obtenues dans ce travail et en les confrontant à celles 

rapportées dans la littérature, nous avons pu mettre à 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 à Saïda, est associée à une plus faible capacité des 

systèmes enzymatiques de types CAT et SOD, mais aussi à des quantités  beaucoup plus élevées de 

tous les composés 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 synthèse de composés antioxydants de faible poids moléculaire comme le 

glutathion, grâce à l'activation des voies de signalisation en liaison avec des concentrations plus 

élevées en ERO. 

 

  En accord avec cette hypothèse, le stress oxydant chez Arabidopsis, généré par des ERO, 

conduit à une augmentation de l'expression des gènes impliqués dans les voies de biosynthèse des 

tocophérols (Collin et al., 2008) et de l'ascorbate (Dowdle et al., 2007; Müller-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 l’activité moindre des systèmes antioxydants enzymatiques. Cette activité moindre 

serait associée au phénomène de déshydratation cellulaire qui entraine des perturbations du 

métabolisme et des dommages à toutes les macromolécules. Chez la variété Saïda, les systèmes 

antioxydants enzymatiques pourraient être mieux préservés dans ces conditions de stress par des 

mécanismes restant à définir. Il est également possible que l’expression des gènes codant pour ces 

enzymes soit maintenue ou stimulée chez Saïda 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 

systèmes enzymatiques qui seraient dans l’incapacité d’équilibrer l’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 être considérée comme un marqueur de stress 

oxydant et des dommages consécutifs pour cribler des variétés sensibles par rapport à d’autres plus 

tolérantes. Le  dosage des hydroperoxydes de lipides et l’imagerie du stress oxydant confirment les 

atteintes et les dommages oxydants dans les plantes du génotype sensible Express en condition déficit 

hydrique alors même que ces plantes présentent des contenus plus élevés en antioxydants de bas 

poids moléculaire. De plus, ces dommages paraissent se maintenir même après réarrosage, ce qui 

montre la difficulté de la plante à récupérer complètement des effets nocifs des ERO non prises en 

charge par les systèmes enzymatiques et la nécessité d’autres systèmes antioxydants. 

 

Mais nous ne pouvons exclure que la variété tolérante Saida possède d’autres protéines ou 

systèmes enzymatiques qui seraient plus abondants et lui conféreraient ainsi une stabilité de l’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 hypothèse. 

 

D'autres travaux sont nécessaires pour valider les rôles distincts proposés dans ce mémoire pour 

des divers systèmes antioxydants. Il serait ainsi intéressant de valider l’hypothèse de l’intervention 

des antioxydants de bas poids moléculaire comme ligne secondaire de défense en comparant leurs 

contenus dans une nombre plus élevé de génotypes d’orge différant pour leur niveau de tolérance au 

déficit hydrique, mais aussi à d’autres contraintes osmotiques comme une forte salinité.  

 

Enfin, notre travail suggère que les systèmes enzymatiques de types CAT et SOD jouent un rôle 

essentiel dans la tolérance au manque d’eau chez le cultivar Saïda. Ils ouvrent ainsi une voie de 

recherche dans le but de : 

 

 sélectionner et/ou générer des variétés d’orge plus tolérantes vis-à-vis de cette 

contrainte par différentes méthodes comme la modification de l’expression 

des gènes codant pour ces enzymes antioxydantes (par des méthodes 

biotechnologiques de type transgénèse)  

 

 la sélection de génotypes présentant naturellement des niveaux élevés 

d’expression pour ces enzymes (par des méthodes génétiques plus classiques 

et des croisements). 
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