lors que les végétaux, par la

photosynthese, sont a I'origi-

ne de 'oxygene moléculaire

présent dans la biosphere, ils
ont aussi besoin d’oxygéne moléculaire
pour leur fonctionnement. Les cellules
des végétaux supérieurs utilisent I'oxygene
au niveau des oxygénases ou oxydases
pour divers processus de biosynthése ou
de dégradation. La plus grande partie de
la consommation d’oxygene est due a la
respiration mitochondriale ot I'oxygene
est consommé soit au niveau de la cyto-
chrome oxydase, soit au niveau de I'oxy-
dase alterne [1]. Il est vraisemblable que
I’alimentation en oxygene est générale-
ment suffisante pour répondre aux
besoins des organes aériens des plantes.
Au niveau des feuilles, une diminution
de la teneur en oxygene a un effet favo-
rable en ralentissant le processus de pho-
torespiration [2]. Elle peut devenir limi-
tative (photo 1) dans le cas des racines et
des semences qui se développent dans le
sol. Le travail du sol tend a éviter les
effets catastrophiques qui n’apparaissent
guere qu'en cas d’ennoyage. Comme il
est difficile d’observer les racines ou les
semences en germination dans un sol, la
perte de productivité due au phénomene
d’anoxie, au champ, est difficile 4 éva-
luer. Elle est plus évidente pour les
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organes végétaux récoltés, comme les
fruits, ou le déclenchement de la fermen-
tation a des effets défavorables tant sur
les qualités organoleptiques que sur la
durée de conservation des produits [3].

Conditions
d’apparition

d’'un métabolisme
hypoxique

L’oxygene représente 21 %, en volume,
des gaz de lair, soit 210 millilitres par
litre (tableau 1). L'eau, en équilibre avec
I’air, est relativement plus pauvre en oxy-
. P 4
gene que l'air, sa teneur en oxygene dis-
sous équivalant a seulement 6 millilitres
d’oxygene gazeux par litre. L'alimentation
d’un tissu en oxygene dépend de la vitesse
. . xyg P oy
de diffusion de ce gaz dans le milieu
gazeux ou liquide et dans I'espace intra-
cellulaire, liquide, ol se situe I'oxydase
utilisatrice. Comme la vitesse de diffusion
de Poxygene est environ cent fois plus
OB ERRE . O p
rapide dans l'air que dans I'cau, I'existence
dans les tissus d’espaces intercellulaires
. E) . p
remplis d’air est tres favorable a une
bonne alimentation des cellules en oxyge-
ne. Au contraire, la présence d’une
couche d’eau autour des tissus, comme
pour les semences et racines placées dans
des sols tres humides [4] et pour les cel-
i g
lules cultivées en milieu liquide [5], ou
I'absence d’espaces gazeux dans des tissus
paces g es tiss
compacts comme des cals, des fruits mars
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ou des téguments [6], conduisent a un
ralentissement de la diffusion d’oxygene.
Dans ces cas, 'apport d’oxygene peut étre
insuffisant pour répondre 4 la demande :
sa concentration a l'approche du site de
consommation diminue et, en dépit de la
forte affinité de la cytochrome oxydase
pour l'oxygene (Km < 3 uM; [6]), la
vitesse de respiration diminue, amenant
une situation métabolique appelée
hypoxie. Des températures élevées, qui
diminuent la quantité d’oxygene dissous
dans l'eau tandis qu’elles augmentent la
vitesse de respiration, induisent également
un métabolisme hypoxique. L’hypoxie est
donc définie non seulement en fonction
de la concentration en oxygene du milieu,
mais aussi en fonction de la réponse du
végétal, qui dépend de sa structure et de
son environnement.

Caractéristiques
de I'hypoxie
et de I'anoxie

Dans la littérature les deux termes
hypoxique et anoxique sont parfois utili-
sés indistinctement. Si l'on entend par
anoxique une situation ou l'oxygene
moléculaire est absent, on sera amené a
n’utiliser que le terme hypoxique pour
décrire les situations naturelles ou expéri-
mentales ol I'oxygene est raréfié, car il
est toujours présent flit-ce a I’état de
traces. Cependant, le terme anoxique
peut étre utile, dans une étude de physio-



Expression de la teneur en oxygéne de I'air ou de I'eau en équilibre
avec lair

Pourcentage en volume
Pression partielle a 1 atm.

Concentration dans I'eau a 25 °C

21 %
0,21 atmosphére
21 000 Pascal
240 pM

Oxygen content of air and air-equilibrated water

logie, pour désigner les situations ou la
teneur en oxygene est tellement faible
que son effet sur le mérabolisme est
négligeable. Comme un des effets impor-
tants d’un ralentissement de la respiration
est de diminuer la vitesse de production
d’ATP, on a proposé d’appeler anoxiques
les situations ot la production d’ATP
d’origine respiratoire est négligeable a
coté de celle d’origine fermentaire [7].

Le métabolisme hypoxique est caractérisé
par le fait que le métabolisme aérobie
(C'est-a-dire la respiration) et le métabo-
lisme anaérobie (la fermentation) fonc-
tionnent simultanément. Dans des condi-
tions d’alimentation en oxygene
limitative, le métabolisme d’un organe
végétal, en la matiere, peut étre hétéroge-
ne puisque les couches externes regoivent
plus d’oxygene et sont donc moins
hypoxiques que les couches internes. Par
exemple, dans les racines de mais sou-
mises a de faibles teneurs en oxygene, le
cylindre central présente des signes
d’hypoxie tandis que le cortex, qui entou-
re le cylindre central, reste aérobie [4].
Dans des racines soumises 3 'hypoxie, la
formation d’aérenchymes (photo 2), Cest-
a-dire d’espaces remplis d'air formés par
destruction de certaines cellules du cor-
tex, facilite le mouvement d’oxygene vers
I'apex racinaire. Grice aux aérenchymes,
une racine placée dans un sol dépourvu
d’oxygene est donc partiellement
hypoxique plutdt qu'anoxique [8].

Dans le présent article, nous insistons
sur trois points ol des progres significa-
tifs ont été accomplis au cours des quin-
ze derniéres années. Au début des années
80, on appelait encore anoxiques des
conditions qui éraient sans aucun doute
hypoxiques, c’est-a-dire que la teneur en
oxygene éuait telle, de 'ordre de 0,1 a
1 %, que la respiration jouait encore un
role important dans le métabolisme. De
nombreux laboratoires se sont attachés a
créer des conditions aussi proches que
possible de I'anoxie, ce qui a permis de

mieux définir le métabolisme des cellules
végétales en anaérobiose. Par ailleurs, le
fait qu'un phénomene particulier, I'accli-
matation a l’anoxie, se déroule en
hypoxie, a été mis en évidence. Enfin,
Iétude de la réponse a I'anoxie au niveau
de I'expression des genes a été considéra-
blement développée.

Le meétabolisme
anaerobie

Il est maintenant établi que Iéthanol est
le principal produit du métabolisme fer-
mentaire chez les végéraux supérieurs.
L’acide lactique et I'alanine sont deux
autres produits quantitativement impor-

tants (figure 1).

Acide lactique

L’acide lactique est le produit de la
réduction de I'acide pyruvique par le
NADH. Cette réaction est catalysée par
la lactate déshydrogénase. Dans les
plantes supérieures, I'acide L-lactique est
souvent produit avant I’éthanol. Son
accumulation commence dans les
minutes qui suivent le passage en anoxie
et se ralentit ensuite [9, 10]. Davies [11]
a suggéré que I'accumulation d’acide lac-
tique conduisait a une acidification du
cytosol qui était nécessaire a la mise en
route de la fermentation éthanolique.
Cependant, la concentration d’acide lac-
tique reste faible dans certains tissus
comme I'embryon de riz [12], ou encore
les racines de mais acclimatées 2
I’hypoxie [13], ou la fermentation étha-
nolique se met en route dés le transfert
en anoxie. En fait, 'acidification du
cytosol, qui se produit dans les minutes
suivant le transfert en anoxie, est due 2
des mécanismes tels que I’hydrolyse
d’ATP et un ralentissement des pompes

a protons qui excretent les protons du
cytosol [14].

Ethanol

L’éthanol est produit par deux réactions
successives : la décarboxylation de I'acide
pyruvique en acétaldéhyde, catalysée par
la pyruvate décarboxylase, suivie de la
réduction de I'acétaldéhyde en éthanol
catalysée par I'alcool déshydrogénase
(figure 1). C'est en étudiant la distribu-
tion de marqueurs radioactifs dans divers
métabolites [15] ou en érablissant des
bilans entre les quantités de glucides
consommées et de produits fermentaires
[9] que 'on a montré que I'éthanol est le
principal produit fermentaire chez les
végétaux supérieurs. Généralement, la
vitesse de production d’éthanol diminue
apres quelques heures d’anoxie [9, 10,
15], sauf dans quelques végétaux bien
adaptés a I'anoxie comme la semence et
'embryon de riz [16]. L'acétaldéhyde est
parfois détectable et pourrait causer des
dommages aux tissus [5].

Alanine

L’alanine est, quantitativement, le troi-
sitme produit fermentaire [15]. Elle se
forme a partir du pyruvate par transami-
nation par I’alanine aminotransférase. En
suivant I'évolution des concentrations en
aminoacides, on a abouti a la conclusion
que les donneurs de la fonction amine
sont d’autres aminoacides comme I'aspa-
ragine, la glutamine ou laspartate [17];
I'alanine est donc formée a partir d’azote
assimilé avant 'anoxie. L’assimilation
d’azote ne semble pas continuer en
anoxie chez les végéraux supérieurs.

Des informations complémentaires sur le
métabolisme anaérobie sont présentées et
discutées par Ricard er al. [18]. En résu-
mé, on sait aujourd’hui que le métabolis-
me anaérobie des végétaux supérieurs,
quoique plus complexe que celui d’autres
organismes, est plus simple qu'on ne le
pensait en 1980 puisqu’il est essentielle-
ment limité a la formation de trois déri-
vés de l'acide pyruvique produit par la
glycolyse. L’accumulation, en anoxie, des
acides succinique et Y-aminobutyrique a
été confirmée, mais il s’agit de quantités
relativement faibles, de I'ordre de 1 % de
la quantité d’éthanol. Au contraire, on a
montré que si I'acide malique peut effec-
tivement s'accumuler en hypoxie, il ne se
forme pas en anoxie ol, au contraire,
son niveau diminue lentement. L’hypo-
these selon laquelle la production d’acide
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Photo 1. Effet de la pression partielle d'oxygéne
sur le développement racinaire et végétatif de
plantules de mais (Dea, Pioneer) cultivées en
solution nutritive.

Aprés apparition de la premiere feuille, les
systémes racinaires ont été maintenus a dif-
férentes pressions partielles d'oxygene par
barbottage de mélanges d'oxygene et
d’azote, a la température constante de 25 °C.
La photographie illustre I'état des plantes
aprés 8 jours de traitement (d'aprés Saglio
[48]).

Photo 1. Effect of oxygen partial pressure on
root and shoot development of maize seedlings
(Dea, Pioneer) grown in mineral solution. After
appearance of the first leaf, roots were main-
tained under different oxygen partial pressures
by bubbling with oxygen/nitrogen mixtures, at
25° C. The photograph shows plants after
8 days of treatment.

malique plutét que d’éthanol caractéri-
sait les végéraux adaptés a I'anoxie [19],
qui avait connu un grand succes, est
donc maintenant rejetée. Il n’y a pas
d’indication que le cycle de Krebs fonc-
tionne en anoxie et pas de preuve qu’une
respiration puisse fonctionner en utili-
sant le nitrate au lieu d’oxygene, quoique
cette idée soit reprise périodiquement,
par exemple récemment, pour expliquer
la germination en anoxie de certaines
semences [20]. On peut en conclure que
la production d’ATP en anoxie repose
sur la fermentation. Si les végétaux sont
assez homogenes quant a la nature des
produits du métabolisme anaérobie, ils
varient par activité de la fermentation
(rapportée, par exemple, a activité de la
respiration) qui s’étend sur un ordre de

Photo 2. Effet d’un traitement hypoxique sur la formation d’aérenchymes dans des
racines adventives de mais (Dea, Pioneer) poussant en solution nutritive. Douze jours
aprés le début de la germination, alors que la premiére couronne de racines adven-
tives commencait a émerger, les plantes ont été soumises a 11 jours d’hypoxie par
barbottage d'un mélange d’azote et d’'oxygéne a 5 % d’oxygéne en volume. La section
transversale correspond a la zone médiane d’une racine adventive de 4 jours (Barre :
250 pm).

Photo 2. Effect of hypoxic treatment on the formation of aerenchyma in adventitious roots
of maize (Dea, Pioneer), growing in mineral solution. Twelve days after germination, as the
first set of adventitious roots appeared, plants were submitted to 11 days of hypoxia by bub-
bling with an oxygen/nitrogen mixture containing 5 % oxygen by volume. The cross section

of the mid zone of a 4 days adventitious root is shown (Bar : 250 pm).

grandeur, se traduisant par des charges
énergétiques passant de 0,9 en aérobiose,
4 0,8 (tissus les plus actifs) ou 0,3 (tissus
de fermentation lente) en anaérobiose

[16].

Mecanismes

de la sensibilite

et de l'acclimatation

a lI'anoxie

Les plnntcs peuvent réagir a un défaut

d’oxygene en développant des systemes
racinaires superficiels ou, dans les racines
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existantes, des aérenchymes qui amélio-
rent la diffusion des gaz de I'atmosphere
(8]. 1l sagit la d’adaptations morpholo-
giques et histologiques qui favorisent le
maintien d’une certaine aérobiose. De
telles réactions sont impossibles pour les
semences et inefficaces pour les méris-
temes racinaires. La résistance a I'anoxie
de ces tissus est donc déterminée au
niveau métabolique.

Les tissus végétaux peuvent survivre en
anoxie pendant des durées trés variables,
allant de quelques heures a plusieurs
jours. Par exemple, alors que les racines
de mais exposées brutalement a I'anoxie
ne survivent pas plus de huit heures
[21], les semences en germination survi-
vent pendant plusieurs jours ou méme
plusieurs semaines en anoxie [16]. Géné-



ralement, la croissance est arrétée mais,
chez quelques especes, on observe la
croissance de certains organes tels que le
coléoptile chez le riz, Oryza sativa, et
une adventice des rizieres, Echinochloa
phyllopogon, et méme une germination
(percée de la radicule) chez Erythryna
caffra [20].

La présence d’un substrat glucidique, fer-
mentescible, est nécessaire 4 la survie en
anoxie [13] et les tissus meurent apres
épuisement des réserves. Dans de nom-
breux cas cependant, la mort survient
avant que les réserves glucidiques ne
soient épuisées. Alors qu’au cours des
années 70 I'hypothése dominante reliait
la sensibilité A I'anoxie A une forte pro-
duction d’éthanol, on sait maintenant
que la vitesse de production d’éthanol
n’est pas un facteur déterminant : les
semences en germination de certaines
especes, comme le pois ou le riz, ont une
fermentation alcoolique trés active et
survivent longtemps, et méme, dans le
cas du riz, croissent en anoxie. De
méme, il a été érabli [22] que la toxicité
de Iéthanol pour les tissus végétaux n’est
pas aussi €levée qu’on I'avait dit. Cepen-
dant, des travaux récents indiquent que
acétaldéhyde pourrait avoir des effets
toxiques [5, 23]. Ceci n’est pas étonnant
d’'un aldéhyde qui peut réagir avec les
fonctions amines présentes sur la plupart
des protéines. Toutefois, la manifestation
de ces effets ne semble pas étre générale
car I'acétaldéhyde s’accumule rarement
dans les tissus.

En présence d’un substrat fermentes-
cible, c’est la régulation du pH intracel-
lulaire qui est actuellement considérée
comme le facteur essentiel de la survie en
anoxie [10, 24]. Les principaux éléments
en faveur de cette hypothese sont les sui-
vants :

— un mutant de mais déficient en ADH,
dans lequel I'accumulation d’acide lac-
tique persiste plus longtemps, est aussi
plus sensible a I'anoxie que le mais nor-
mal ou la fermentation alcoolique prend
le relai [24] ;

— I'embryon de riz, ot I'accumulation
d’acide lactique dans les tissus est faible,
survit tres bien en anoxie ;

— les matériels végétaux qui produisent
activement l'acide lactique, mais sont
capables de le sécréter dans le milieu, ont
une bonne capacité de survie en anoxie,
qu’il s’agisse de couches d’aleurones
d’orge [26] ou de racines de plantes
halophytes du genre Limonium [27].
L'étude du métabolisme des racines de
mais acclimatées a I'anoxie a abouti A la
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Figure 1. Schéma métabolique des principales voies fonctionnant en
anaérobiose. Les enzymes sont désignées par les abréviations sui-
vantes : o-am : a-amylase ; Susy : saccharose synthase ; GPI: glucose
phosphate isomérase; PFP : fructose 6-phosphate 1-phosphotransféra-
se ; aldolase : fructose 1,6-bisphosphate aldolase ; GAPDH : glycéralde-
hyde 3-phosphate déshydrogénase ; PDC : pyruvate décarboxylase ;
ADH : alcohol déshydrogénase ; LDH : lactate déshydrogénase ; AAT :
alanine aminotransférase ; GDC : glutamate décarboxylase ; PEPC :
phosphoenolpyruvate carboxylase ; MDH : malate déshydrogénase ;
EM : enzyme malique.

Figure 1. Metabolic diagram showing the major pathways operating under
anoxia. Enzymes are designated as follows. a-am : a-amylase ; Susy :
sucrose synthase; GPl: glucose phosphate isomerase ; PFP : fructose 6-
phosphate 1-phosphotransferase ; aldolase : fructose 1,6-bisphosphate aldo-
lase ; GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ; PDC : pyruvate
decarboxylase ; ADH : alcohol dehydrogenase ; LDH : lactate dehydrogena-
se ; AAT: alanine aminotransferase ; GDC : glutamate decarboxylase ;
PEPC: phosphoenolpyruvate carboxylase ; MDH : malate dehydrogenase ;
EM Malic enzyme.

méme conclusion. L’acclimatation est
obtenue par un traitement hypoxique :
les racines, excisées ou de plantules
entieres, sont placées dans une solution
équilibrée avec un courant gazeux (bullage
d’un mélange d’oxygene et d’azote)
contenant 3 % d’oxygene. Ce traitement
hypoxique améliore la capacité de survie

des racines de moins de dix heures a
deux jours au moins, pourvu que du glu-
cose leur soit fourni [21]. On a montré
sur des racines excisées, puis confirmé
sur des racines entieres [28] qu’apres
acclimatation, les racines sont capables
de sécréter I'acide lactique dans le
milieu. La meilleure régulation du pH
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Photo 3. Protéines synthétisées dans le
coléoptile et la racine de plantules de riz, dans
|'air ou en anoxie. Des plantules de riz obte-
nues aprés 48 h de germination en conditions
aérées ont été incubées en présence d'acides
aminés marqués, pendant 6 h, en conditions
aérées ou anoxiques. Elles ont été congelées
et les coléoptiles et les racines ont été séparés.
Les protéines extraites ont été analysées par
électrophoreése. Piste 1: marqueurs de poids
moléculaires. Pistes 2 et 3: coléoptiles dans
|'air (2) ou en anoxie (3) ; pistes 4 et 5: racines
dans l'air (4) ou en anoxie (5). On observe que
la syntése de protéines reste trés active en
anoxie dans les coléoptiles tandis gu’elle est
fortement réduite dans les racines. Les pro-
téines exprimées en conditions aérobies et
anaérobies ne sont pas les mémes. Certaines
des protéines surexprimées en anoxie ont été
identifiées a I'aide d’anticorps spécifiques. 1:
saccharose synthase (87 kd); 2: pyruvate
décarboxylase, sous-unités o et B (65 et
62 kd) ; 3: alcool déshydrogénase 2 ; 4 : alcool
déshydrogénase 1; 5: glycéraldéhyde 3-phos-
phate déshydrogénase.

Photo 3. Proteins synthesised in the coleoptile
and root of rice seedlings, under air or anoxia.
Rice seedlings after 48 h of germination under
aerated conditions were incubated under either
aerated or anoxic conditions in the presence of
labelled aminoacids, for 6 h. They were frozen
and the coleoptile and root were separated. Pro-
teins were extracted and analyzed by electropho-
resis. Lane 1: molecular weight markers ; lanes 2
and 3: coleoptiles under air (2) or anoxia (3);
lanes 4 and 5 : roots in air (4) or anoxia (5). It can
be seen that protein synthesis under anoxia
remained active in coleoptiles but was dramatical-
ly reduced in roots. The proteins expressed under
anoxia were not the same as in air. Some of the
proteins overexpressed under anoxia have been
identified by using specific antibodies : 1: sucrose
synthase (87 kDa) ; 2: pyruvate decarboxylase,
subunits o and B (65 and 62 kDa); 3: alcohol
dehydrogenase 2 ; 4: alcohol dehydrogenase 1;
5: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Summary

Plant tissue responses to low oxygen concentrations
P. Raymond, P. Saglio, B. Ricard '

To accomplish their life cycle, plant cells require molecular oxy-
gen. In the absence of oxygen, however, they can survive for
periods ranging from a few hours to several days. In all plant tis-
sues studied, the fermentative metabolism produced mainly
ethanol and, to a lesser extent, lactic acid and alanine. Be this as
it may, fermentative activity varies considerably according to tis-
sue or plant species, and no relationship has been found bet-
ween this activity and the plant’s capacity for survival under
anoxia. Reducing the rate of oxygen diffusion leads to hypoxic
conditions where respiration and fermentation both operate. A
short incubation under hypoxia results in a better resistance to a
subsequent anoxic environment. The mechanisms involved in
this acclimation process include an improved capacity to excrete
lactic acid into the medium. This allows a better control of cyto-
solic pH which, in turn, may explain the sustained glycolytic acti-
vity. It is now widely accepted that survival under anoxia
requires both the availability of a fermentable substrate, and the
avoidance of excessive acidification. Gene expression in anaero-
biosis is different to that observed in aerobiosis. The products of
those identified so far are linked with the mobilisation of fer-
mentable substrates through glycolysis and fermentation. Their
expression regulation mechanisms are being analysed in terms
both of promoter control and anoxic signal transduction path-
way.
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Modifications
de l'expression
du génome en anoxie

pourrait expliquer que I'activité fermen-
taire dans ces racines persiste plus long-
temps, et donc que la survie soit plus
longue que pour les racines non traitées.
La production et I'accumulation d’acide
lactique pourraient ainsi jouer un role
déterminant sur la sensiblité a I'anoxie
des tissus végétaux par la suracidification
qui résulterait de I'accumulation d’acide
lactique au cours de I'anoxie.

Les travaux sur le métabolisme fermentai-
re des végétaux ont permis de distinguer
deux stratégies métaboliques, conduisant
toutes deux a une survie en anoxie.

Les mécanismes qui conduisent a I'accli-
matation, dont ceux qui aboutissent a la
modification du métabolisme de l'acide
lactique, ne sont pas identifiés. La synthe-
se de protéines, comme on pouvait s’y
attendre, et la présence d’acide abscissique
semblent étre impliquées dans I'acquisi-
tion de la tolérance a 'anoxie [29].

D’une part, une répression de I'activité
métabolique correspondant a une faible
activité fermentaire, avec un faible niveau
d’ATP et une faible charge énergétique,
qui se traduit par I'arrét de la biosynthese
et de la dégradation des protéines,
comme dans les semences de laitue [30] ;
d’autre part, une activité fermentaire




assez élevée pour permettre le maintien
des activités cellulaires, y compris la syn-
these de protéines, d’ARN et d’ADN,
comme dans I'embryon de riz [31].
Lactivité métabolique est particuliere-
ment élevée dans le coléoptile et nette-
ment plus faible dans la radicule, dont la
croissance est arrétée (photo 3). Ce type
de réponse active a été également mise en
évidence chez Echinochloa [32) et se ren-
contre aussi, de fagon plus limitée, chez
le mais. C'est sur les plantes conservant
un métabolisme actif qu’ont été réalisées
la plupart des études sur I'expression du
génome en anoxie. Ceci constitue une
limitation A notre compréhension du
métabolisme anaérobie des plantes.

Les premicres approches ont consisté a
identifier les protéines synthétisées sous
anoxie. La plupart des protéines induites
en anaérobiose peuvent étre classées,
d’apres leur fonction, en trois groupes :
— les enzymes de mobilisation de I'ami-
don et du saccharose comme I'ot-amylase
et la saccharose synthase ;

— diverses enzymes de la glycolyse
comme la glucose phosphate isomérase,
la fructose 6-phosphate 1-phosphotrans-
férase, la fructose 1,6-bisphosphate aldo-
lase et la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase ;

— les enzymes de la fermentation éthano-
lique, pyruvate décarboxylase et alcool
déshydrogénase : une induction par
I"anaérobiose de cette derniere enzyme a
été détectée dans tous les végétaux étu-
diés a ce jour.

Les protéines anaérobies ont été identi-
fiées essentiellement dans les racines de
mais [33] et dans les embryons de riz
[34-36]. On peut penser que I'induction
de toutes ces enzymes est favorable A la
production d’éthanol, principal produit
du métabolisme fermentaire.

On a également mis en évidence I'induc-
tion d’autres enzymes : 'alanine amino-
transférase [37], ce qui est en accord avec
le faic que l'alanine est un produit fer-
mentaire ; la lactate déshydrogénase [38]
qui, outre son rdle dans la fermentation
lactique, pourrait avoir d’autres réoles dans
le fonctionnement cellulaire ('exemple de
cellules animales [39] indique qu’elle
pourrait avoir un role de coordination de
nombreux systémes cellulaires puisqu’elle
se lie 4 certains nucléotides régulateurs
[alarmones] ainsi qu’a des séquences parti-
culieres d’acides nucléiques) ; la superoxy-
de dismutase, qui pourrait étre impliquée
dans la protection contre les radicaux
libres d’oxy-géne qui se formeraient lors
du retour a lair [23].

Certains travaux ont porté sur I'expres-
sion d’enzymes du cycle de Krebs et les
propriétés des mitochondries qui se
modifient d’une fagon qui semble per-
mettre un meilleur fonctionnement en
anoxie [40]. Plus récemment, les
recherches se sont orientées vers la
recherche de protéines qui pourraient
érre impliquées directement dans la tolé-
rance a I'anoxie [41], et dont I'identifica-
tion pourrait révéler des mécanismes
insoupgonnés d’acclimatation a I'anoxie.

Surexpression
et activité d’enzymes
fermentaires

Dans la plupart des plantes ayant un
métabolisme anaérobie actif, activité
d’enzymes liées au mérabolisme fermen-
taire augmente. Cette augmentation
dépasse ce qui est strictement nécessaire
pour catalyser le flux glycolytique. En
effet, la surexpression ne concerne pas
que des enzymes dont 'activité pourrait
éwre limitative pour le flux glycolytique,
mais aussi des enzymes qui semblent
déja se trouver en exces. Par exemple, on
peut calculer, pour les racines d’orge
[42], que Pactivité de la lactate déshy-
drogénase est déja en exces de 30 fois
par rapport au flux d’acide lactique qui
se produira deés le transfert en anoxie,
I'exces étant de 600 fois apres induction.
En ce qui concerne I'alcool déshydrogé-
nase, I'étude de mutants a montré quon
peut diminuer son activité de 17 fois
sans provoquer de diminution du flux
d’éthanol en anoxie [24]. Pourtant,
Pactivité alcool déshydrogénase augmen-
te fortement dans la plupart des végétaux
¢rudiés. On peut envisager plusieurs
explications 3 ce phénomene. D’une
part, les génes codant pour une enzyme
donnée, comme par exemple I'alcool
déshydrogénase, qui sont normalement
exprimés en aérobiose, ne sont pas les
mémes que ceux qui sont induits en
anoxie. Il est donc possible que I'isoenzy-
me exprimée en anoxie soit mieux adap-
tée aux conditions du métabolisme anaé-
robie. D’autre part, on peut noter que
I'exces d’activité par rapport au flux qui
traverse la voie métabolique est une
caractéristique générale des voies méta-
boliques ; on doit des lors supposer que
la surexpression aurait une fonction

régulatrice, qui n’est pas encore claire-
ment identifiée.

Controle
de I'expression
des genes

La régulation de I'expression d'un gene,
c'est-a-dire de la quantité de protéine
produite a partir de ce géne, peut se faire
soit au niveau de la quantité d’ARN
messager (ARNm), qui dépend des
vitesses de synthese (transcription) et de
dégradation de cet ARNm, soit au
niveau de la vitesse a laquelle cet ARNm
est traduit en protéine au niveau des
ribosomes.

Dans presque tous les cas examinés, on a
trouvé que la surexpression d’une pro-
téine en anaérobiose est liée A une activa-
tion de la transcription du gene corres-
pondant. Clest I'alcool déshydrogénase
du mais qui a été le plus étudiée : I'aug-
mentation d’activité qui se produit a la
suite du transfert en anoxie s’accom-
pagne d’une augmentation de 50 fois de
la quantit¢ des ARNm correspondants.
La recherche du mécanisme par lequel
cette induction peut se faire a permis
d’identifier, dans le promoteur du gene
Adh I de mais, une séquence particuliere
nécessaire a I'expression de ce geéne en
anaérobiose [42]. Des séquences homo-
logues ont été trouvées dans d’autres
genes induits en anaérobiose chez le mais
ou méme dans les genes Adh d’autres
especes [38]. Des facteurs protéiques se
liant a ces éléments de la séquence de
’ADN favoriseraient la transcription de
ces genes [43].

Outre la stimulation de la transcription,
la stabilité des ARNm joue un role
important. L’augmentation de la quanti-
t¢ des ARNm codant pour TADH 1 est
aussi due a une augmentation de sa sta-
bilité¢ en hypoxie [44]. Au contraire, cer-
tains ARNm présents en conditions
aérées disparaissent en une heure apres
transfert en anoxie [41].

Il existe aussi des mécanismes qui limi-
tent 'expression des ARNm existants : en
effet, pour la plupart, les ARNm présents
en adrobiose persistent dans les cellules
pendant plusieurs heures apres le trans-
fert en anoxie, mais leur traduction en
protéine ne se fait plus, ou que lentement
(34]. Comme les polysomes présents en
aérobiose se dissocient apres le transfert
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en anoxie [45], le controle de la traduc-
tion peut se faire au moment de l'initia-
tion, ou de la ré-initiation, par la sélec-
tion des ARN qui seront traduits. Il peut
aussi s'exercer par la régulation de la
vitesse d’élongation comme le suggerent
les résultats obtenus dans un systeme de
traduction in vitro de mais. Le contrdle
de la sélection des ARNm, comme celui
de la vitesse d’élongation, reposerait sur
une modification, par phosphorylation,
de Pactivité de protéines ribosomales ou
de facteurs d’initiation [46].

Par quel mécanisme les cellules dérec-
tent-elles une diminution de leur oxygé-
nation ? Quel est le signal transmis vers
le génome pour que la réponse a ’anoxie
ou le processus d’acclimatation soit
exprimé ? Comme I'oxygene diffuse rapi-
dement a travers les membranes, on pri-
vilégie en général I'hypothese selon
laquelle les signaux primaires seraient des
modifications du métabolisme qui résul-
tent directement du ralentissement de la
respiration. Parmi les changements méta-
boliques qui se produisent trés rapide-
ment en réponse a une diminution de
I'apport d’oxygene, on connait depuis
longtemps la modification des rapports
entre nucléotides adényliques (charge
énergétique) ou pyridiniques (état
rédox), ou des teneurs en divers métabo-
lites tels que les intermédiaires de la gly-
colyse. Cependant, aucune fonction de
signal de ces changements n’a été décrite
a ce jour. Le pH cytosolique varie tres
rapidement, lui aussi, aprés la mise en
anoxie, et la baisse du pH cytosolique a
été impliquée récemment dans le contré-
le de I'élongation des polypeptides via la
phosphorylation d’une protéine [47]. La
concentration cytosolique de calcium
joue un réle dans la réponse a de nom-
breux stimuli environnementaux chez les
végétaux. Récemment, on a montré
qu’une augmentation de la concentration
cytosolique d’ion calcium est nécessaire
au déclenchement de la réponse a
I’anoxie, et qu’elle est suffisante puisque
elle permet la surexpression de TADH 1
en aérobiose [48]. Comme le calcium est
libéré vers le cytosol a partir de sites de
stockage intracellulaires, les auteurs de ce
travail ont émis I'idée que la variation de
la teneur en oxygene pourrait étre détec-
tée au niveau d’une membrane autre que
la membrane mitochondriale.

Les recherches réalisées au cours des quinze
dernieres années sur I'anoxie chez les
plantes ont établi, d’une part, que I'anoxie
peut effectivement se produire dans les
organes végétaux placés dans le sol tels

que les semences en germination, les
plantules et les racines, ainsi que dans les
fruits placés sous atmosphere contrdlée,
d’autre part, qu'elle déclenche dans les tis-
sus concernés une réponse coordonnée et,
enfin, qu'elle cause des dommages dans
des délais variables selon les tissus. Le trai-
tement technique du probleme consiste a
¢éviter |'apparition des conditions
d’hypoxie, tandis que P'objectif des
recherches sur la physiologie des plantes
est d’acquérir une meilleure connaissance
du phénomene afin d’améliorer la capaci-
té de résister 2 des anoxies ou hypoxies
transitoires. Les résultats ont montré que
le maintien de l'activité métabolique est
une condition nécessaire de la survie: il
sagit donc d’un phénomene complexe
puisqu’il inclut la disponibilité de réserves
fermentescibles (saccharose ou amidon) et
la capacité de les mobiliser par I'ensemble
d’enzymes adéquat, mais aussi la capacité
de controler le pH cytosolique. Cepen-
dant, de nombreuses questions restent
posées. Par exemple, la fonction de I'accu-
mulation d’acide lactique n’est pas établie
et on peut se demander quelle peut étre
P'utilité, pour la plante, de ce métabolisme
dont les effets néfastes en anoxie sont évi-
dents. L'existence d’au moins deux types
de stratégies métaboliques en anoxie,
métabolisme actif ou métabolisme lent,
amene 2 s'interroger sur l'intérét, pour la
survie, de chacune de ces deux options.
Chez les plantes de riziere, I'activité du
métabolisme permet la croissance du
coléoptile qui va ainsi atteindre la surface
de I'eau et permettre la poursuite du
développement en aérobiose. Pour la plu-
part des plantes cultivées, I'intéréc du
maintien d’'un métabolisme actif n’est pas
clair et il semble bien qu’une stratégie
d’attente, cest-a-dire I'établissement d’un
métabolisme lent, serait une bonne solu-
tion. Cependant, rien n’explique encore
comment se déterminent les deux straté-
gies, métabolisme actif ou métabolisme
lent, identifiées chez les semences en ger-
mination. La différence peut se trouver a
divers niveaux des processus du métabo-
lisme énergétique, mais il est possible
qu’elle concerne la nature du signal
d’anoxie ou de la chaine de transduction
de ce signal. L’étude de plantes modifiées
sur 'un ou l'autre de leurs caracteres, par
les méthodes de la génétique moléculaire
ou de la physiologie moléculaire, permet-
tra de progresser dans I'identification des
propriétés qui déterminent la survie. Un
long chemin reste a parcourir pour que
soient obtenues des plantes mieux adap-
tées a ces situations M
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Résumeé

Les cellules des végétaux supérieurs,
bien qu'ayant besoin d’oxygéne pour
fonctionner normalement, sont
capables de survivre en situation
d’anoxie (absence d’oxygene) pendant
des durées variant de quelques Eeures a

lusieurs jours. Chez touscﬁcs végétaux,
E? métabolisme fermentaire produit
essentiellement de I’éthanol et, en
moindre quantité, de I'acide lactique et
de l'alanine. Cependant, lactivité fer-
mentaire est tres variable selon les tis-
sus ou les especes. Un ralentissement
de la diffusion de 'oxygene se traduit
par une situation d’hypoxie ot la respi-
ration et la fermentation fonctionnent
simultanément. Un séjour en hypoxie
induit une meilleure capacité de résis-
tance a I'anoxie. Les genes exprimés en
anoxie sont différents de ceux exprimés
en conditions aérobies ; certains de ces
genes ont été identifiés et des méca-
nismes intervenant dans le controle de
leur expression ont été élucidés.






