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Résumé

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus indica),
plante bien adaptée a Dl’aridité, contribue a la
mise en valeur des terres incultes et leur
protection contre I’érosion. Les mécanismes de
son adaptation aux contraintes abiotiques sont
peu connus. La recherche de marqueurs
biochimiques, physiologiques et moléculaires est
indispensable pour la valorisation des ressources
génétiques de l'espéce.

Les peroxydases (POX) sont des
oxydoréductases impliquées dans plusieurs
processus physiologiques chez les plantes dont la
croissance, le développement et la résistance aux
contraintes biotiques et abiotiques. L’extraction
par solubilisation progressive des POX a partir
des raquettes et des racines d'O.ficus indica a
permis d’obtenir 3 fractions enzymatiques
notées S, I et C correspondant respectivement
aux POX solubles et liées aux parois cellulaires
de facon ionique ou covalente. Contrairement
aux fractions enzymatiques extraites des racines,
les POX des raquettes n'ont montré aucune
activité en présence du gaiacol comme substrat.
Plusieurs isoperoxydases acides et basiques sont
révélées par électrophorese sur gel de
polyacrylamide.

Les études cinétiques réalisées sur des fractions
enzymatiques partiellement purifiées montrent
une haute affinité des POX vis-a-vis de I’o-
dianisidine et du peroxyde d'hydrogene (H202).
En plus d’une grande thermostabilité, Les POX
d'O.ficus indica présentent un pH optimal
proche de 6,6. L’apport d’H202 a wune
concentration supérieure a 2% provoque une
inhibition de I’activité enzymatique.
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Introduction

Les peroxydases (EC.1.11.1.7) sont treés répandues
dans le monde végétal. Elles catalysent 1’oxydation
de différents substrats (des amines aromatiques, des
phénols) en présence du peroxyde d’hydrogene [1].
Plusieurs travaux ont montré 1’implication de ces
enzymes dans la lignification, la subérisation, la
biosynthése de la paroi, le catabolisme de 1’auxine,
la défense contre I’infection par les agents

pathogeénes, la tolérance aux sels et la sénescence
[2,3].

Dans une méme plante et au niveau d’un méme
tissu, plusieurs formes de  peroxydases
(isoperoxydases) peuvent exister. Elles différent par
quelques  propriétés  physico-chimiques et
catalytiques [4]. L’activité optimale de ces enzymes
dépend de trois parameétres principaux: La
température [5] le pH [6] et la force ionique [7].
Opuntia ficus indica L., plus connue sous le nom de
figuier de barbarie, est originaire de 1’Amérique
tropicale, surtout des régions arides et semi arides
du Mexique [8]. Etant une plante tolérant la
sécheresse, le figuier de barbarie permet la
valorisation des zones arides et semi-arides.
L’objectif de ce travail est d’évaluer les aspects
quantitatif et qualitatif ainsi que quelques propriétés
physico-chimiques des peroxydases d'O.ficus indica
extraites a partir des raquettes et des racines en
considérant leur localisation tissulaire, la nature du
substrat  transformé et le  comportement
¢électrophorétique des différentes isoperoxydases.

Matériels et méthodes

Le matériel végétal utilis€é dans ce travail est
constitu¢ de plants d’Opuntia ficus indica L.
communément appelée figuier de barbarie. Les
échantillons (raquettes et racines) sont prélevés sur
des plants choisis au hasard dans la région de
Marrakech.

- Extraction des peroxydases par solubilisation
progressive

Cette méthode d’extraction des peroxydases (POX)
a ¢té utilisée dans plusieurs travaux antérieurs [3,9].
Les POX liées aux parois de fagon ionique (I) ou
covalentes (C) sont extraites respectivement, par
une force ionique a 1 M NaCl ou un tampon
contenant la pectinase et la cellulase [10].

- Spécificité liée aux substrats

Trois substrats ont été utilisés pour le dosage de
Pactivité des POX des raquettes et des racines du
figuier. Il s'agit du guaiacol, du 4- chloro-1-Naphtol
et de I’o-dianisidine. Les activités sont mesurées
par spectrophotométrie, a l'aide d'une cuve de
volume 1 ml contenant un donneur d’électron, du
tampon acétate acide- acétique pH 5 et du H202.
La variation de la densité optique est suivie pendant
3 min.

- Purification partielle
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La purification partielle des peroxydases des
raquettes d’Opuntia ficus indica. est réalisée par
broyage de 40 g de matériel végétal frais. Il en
résulte un extrait brut (EB) dont les protéines sont
fractionnées par précipitation par le sulfate
d’ammonium (0 a 90 %) (EP). Les extraits
enzymatiques sont dessalés par filtration sur
colonne de Séphadex G25. L’élution est faite par le
tampon Tris- HC1 50 mM (pH 7,2).

- Séparation des isoperoxydases par électrophorése.
Electrophorése des formes acides.

Les formes acides des POX sont séparées sur un
gel de polyacrylamide (gradient 10-16%) [3, 9].
Electrophorese des formes basiques.

Les isoformes basiques des POX sont séparées en
milieu acide, sur des gels de polyacrylamide a
concentration uniforme 10% [10].

La révélation des peroxydases est réalisée a 1’aide
d’une solution de benzidine 0,05% (P/V) préparée
dans le tampon acétate 0,1M (pH 5,0). La réaction
est déclenchée par 1 ml d’une solution d’H202 1%.

Résultats et discussion

La méthode d’extraction par solubilisation
progressive permet d’avoir accés a la totalité des
POX contenues dans le matériel végétal et
renseigne mieux sur la diversit¢ de ces
oxydoréductases tout en gardant leur propriétés
physico-chimiques [3, 9]. L’étude de la répartition
des activités des peroxydases solubles et ioniques
au niveau des raquettes et des racines, montre que
les formes ioniques sont moins abondantes dans les
racines et presque a égalit¢é dans les raquettes
représentant respectivement 23 et 43%. Cette large
distribution expliquerait 1’intervention de ces
enzymes dans plusieurs processus physiologiques,
comme la synthése de la lignine [2] et la résistance
au stress biotiques et abiotiques [11]
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Fig. 1. Activité des POX solubles, extraites d' O. ficus
indica, montrées avec les substrats o-dianisidine, 4-
chlorol-naphtol et gaiacol

Les POX des raquettes d'O. ficus indica montrent
une grande affinité pour 1’o-dianisidine.

Le pH optimum correspondant a 1’activité
enzymatique maximale de la fraction G25 est 6,6
(Fig. 2). Un pH optimum similaire a été trouvé dans
le cas d'autres plantes comme le chou [7].
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Fig. 2 Effet du pH sur Dactivité des peroxydases

La comparaison des activités des peroxydases
testées avec les trois substrats (guaiacol, 4-Chloro-
1-Naphtol et o-dianisidine) montre que 1’o-
dianisidine reste le substrat le plus reconnu par les
peroxydases d’O. ficus indica. Bien que le guaiacol
soit le substrat le plus utilis¢ dans 1’étude des
peroxydases végétales, ce composé n'est pas
reconnu par les enzymes des cladodes. Plusieurs
facteurs peuvent étre derriére ce comportement
catalytique dont les concentrations élevées en
produits du métabolisme secondaire [1].

Les isoformes ioniques de Rf 0,27 et 0,29 sont
présentes au niveau des racines. Elles sont absentes
dans les raquettes.
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Fig. 3. Effet de la température sur activité des
peroxydases de raquette d'O. ficus indica
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Les peroxydases du figuier de barbarie sont
hautement résistantes a la température, puisqu’elles
gardent 40 % de leur activit¢ aprés 10 min
d’incubation a 70°C (Fig. 3). Alors que chez
d'autres cactacées comme pachycereus pringlei,
l'inactivation est totale [13].

D’autres part I’activité enzymatique est faiblement
affectée par la présence des sels. Les ions Ca2+ ont
un effet activateur a 30 et 60 mM, alors que
I’activité reste inchangée a 120mM. Des résultats
similaires ont ét¢ rapportés par Bakardjieva [14].
Les ions K+ provoque une stimulation de 1’activité
enzymatique a 120 mM. Cet effet activateur a été

RAQUETTE

également observé dans la fraction E2M extraite
des folioles du palmier dattier male [9]. L’évolution
de D’activité de la fraction G25 en fonction de la
concentration de H202 a permis de mettre en
évidence un effet inhibiteur a partir des
concentrations supérieures a 2 %. Cette inhibition
par excés de substrat a été également enregistrée
chez le cardon [13].

Les différentes fractions des peroxydases (S, I et
C), obtenues par solubilisation progressive a partir
des raquettes et des racines d’Opuntia ficus indica,
ont permis de révéler plusieurs isoperoxydases
aprés ¢électrophorése sur gels de polyacrylamide

(Fig.4).
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Spectre électrophorétique des peroxvdases acides (a) et
basiques (b) des fractions solubles (S).ionigues (I) et
covalentes(C) extraites des raquettes et racines d’ Opuntia

ficus indica 1.

Ainsi, le spectre électrophorétique des peroxydases
solubles (S1), ioniques (I1) et covalentes (C) a
permis de montrer que les premicres fractions
contiennent aussi bien des isoformes acides que
basiques. Cependant, les fractions ioniques et
covalentes sont riches en isoformes acides. Ces
différences qualitatives ont été notées chez d’autres
espéces comme la laitue [15]. L’existence d’un
polymorphisme remarquable du systéme POX chez
Opuntia  ficus indica permet d’envisager
I’utilisation de ces oxydoréductases comme
marqueurs permettant 1’identification des différents
écotypes et provenances de cette espece.
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