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Deux cultivars de Mil, résistant et sensible, ont ét€ soumis A des contraintes
hydriques en conditions contrflées. Lors de la contrainte, l'activité de la
phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC) décroit, chez les témoins arrosés, de 20 2
30 % de sa valeur initiale (effet de sénescence) et de 50 4 60 % chez les stressés. La
quantité d'enzyme dosée par immunotitration décroit également. Cependant, 'activité
spécifique de 1a PEPC rapportée 2 la quantité d'enzyme diminue aussi. La réhydratation
est suivie d'une récupération partielle et progressive des activités et des quantit€s de
PEPC. Le pourcentage d'inhibition de 1'enzyme par le malate chute de 50 2 20 %
pendant Ia contrainte hydrique ce qui témoigne aussi d'une modification des propri€tés de
I'enzyme. L'intérét du maintien de l'activité enzymatique pour la résistance a la
sécheresse en présence d'une déshydratation cellulaire est discuté en s'appuyant sur la
mesure des tolérances protoplasmiques des deux cultivars et grice A une comparaison
entre le Mil et le Sorgho.

I- INTRODUCTION

La résistance globale A la sécheresse des végétaux dépend de la mise en ocuvre
d'adaptations morphologiques et physiologiques qui sont classiquement décrites selon
trois grandes catégories :

* L'esquive : Les plantes ne subissent pas la sécheresse en accomplissant leurs cycles de
développement lorsque 1'eau est disponible (cas des éphémeérophytes).

e L'évitement : Les plantes subissent la sécheresse mais évitent une déshydratation
cellulaire excessive en limitant la transpiration (chute des feuilles, fermeture des
stomates, efc.) ou en ausgmentant I'absorption par un développement plus important du
systéme racinaire par rapport i l'appareil aérien.

« La tolérance : Lorsque la sécheresse dure, I'évitement ne suffit plus et les tissus se
déshydratent. L'aptitude des plantes A maintenir une activité métabolique de synthese
suffisante, malgré la diminution du contenu relatif en eau cellulaire, requiert la présence
d'une tol€rance protoplasmique se traduisant par une meilleure stabilité structurale et
fonctionnelle des systtmes membranaires ainsi que des activités enzymatiques.
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Pour Ies plantes cultivées, et c'est le cas des céréales en climat sahélien (Mil,
Sorgho), il est clair que des propriéiés de tolérance sont particuliérement avantageuses
car elles autorisent le maintien partiel d'une activité de synthss, et donc de production
végétale, en présence d'une contrainte hydrique modérée, alors que la fermeture des
stomates s'accompagne d'un arrét de la fixation photosynthétique du carbone. Les géno-
types sanvages présentent irds généralement des “"stratégies” d'esquive ou d'évitement de
la sécheresse, ce qui leur permet de se reproduire dans leur milieu sans nécessité de
produire une grande quantité de matidre végétale. Les premidres tentatives d'amélioration
des végétaux culiivés A 1a sécheresse en milien sahélien par les sélectionneurs ont porté
principalement sur la diminution de 1a durée du cycle de développement afin d'augmenter
la probabilité d'accomplir ce cycle & Vintérieur de la saison des pluies. L'obtention de ces
cultivars a conduit inévitablement & une diminution du rendement consécutive au rac-
courcissement de Ia durée des activités de synthase.

En conséquence, il apparait que la durée du cycle de développement des cultivars doit
coincider avec la durée 1a plus probable de 1a disponibilité de I'ean pour un site géo-
graphique donné (Chapitre XIII de ce document). Compte tenu des aléas du début et de la
fin de la saison des pluies au Sahel, ces cultivars devront présenter des capacités
d'éviteraent pour faire face aux contraintes hydriques temporaives et de tolérance proto-
plasmique pour maintenir au mieux lenr appareil métabolique pour des contraintes dura-
bles. La vitesse de récupération apres la réhydratation tissulaire constitue un critere
camplémentaire de résistance 4 la sécheresse. Pour le Mil, assez peu d'études avaient éié
conduites pour comprendre les réponses physiologiques de la plante aux contraintes
hydrigues. De nombreux essais multilocanx ont été réalisés par les agronomes avec peu
de succds. Ceci s'expligue par I'extraordinaire diversité des conditions bioclimatiques et
édaphiques dans les divers sites empéchant de reconnaitre une hidrarchie claire et défi-
nitive dans la résistance des divers cultivars tesiés. Un facteur de complication supplé-
mentaire réside dans Ia définition de Ia contrainte hydrique consécutive 2 une sécheresse
climatique. Cette sécheresse peut survenir au début du cycle de développement, parfois
aumilien frappant alors la floraison, on en fin de cycle, an moment du remplissage des
grains pour les céréales. Les mécanismes de réponse des plantes sont différents, selon ces
trois grands types de contrainte et nous avons choisi d'étudier les effets de contraintes de
fin de cycle, appliquées aprés la floraison, pour tenter de relier la production en grains 2
la capacité photosynthétique de 1a plante entidre. On congoit ainsi que la résistance a 1a
sécheresse n'a pas de signification globale et que tout résultat ne peut &ire validé que
pour un type de sécheresse donné dans des conditions écologiques parfaitement déter-
minées.

Enfin, I'étude des réponses physiologigues doit s¢ faire sur le méme matériel végétal
a I'échelle agronomique sur le terrain,  I'échelle écophysiologique (parcelle) et a I'échelle
physiologique dans les conditions contrél¢es finement et reproductibles du laboratoire.
Ce programme intégré a été mis en oeuvre sur le terrain A 'Institut des Radio-Isotopes de
Niamey et sur le méme matériel végétal  1'Université Paris 12 Val de Marne. Nous
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avons conduit des expériences de contrainte hydrique contrflées dans une enceinte
phytotronique et avons corrélé les échanges gazeux respiratoires et photosynthétiques
aux parametres hydriques foliaires (potentiel hydrique, contenu relatif en eaun, conduc-
tance stomatique). Simultanément, des prélevements d'échantillons foliaires ont permis
de suivre les variations de l'activité de la phosphoénolpyruvate carboxylase qui feront
T'objet de cette publication.

II - MATERIEL ET METHODES
A - Matériel végétal, conditions de culture et d'expérimentation

Deux cultivars de Mil ont été étudiés, le cv ICMVIS 86330 (C30) et le cv ICMVIS
85327 (IC27). Ils ont été sélectionnés par 'ICRISAT (Niger) car ils présentent des
indices de résistance A une sécheresse de fin de cycle trés différents (Bidinger et al.,
1987a, b). IC30 est présumé résistant, IC27 sensible. Il est utile cependant de souligner
que cette sélection s'est effectuée en contre-saison chaude.

Les plantes sont cultivées dans des pots de 3 litres sur un mélange tourbe-vermiculite
(2/3, 1/3) a raison d'une plante par pot. La densité de flux de photons au niveau moyen
de la culture est de 450 umoles m~2s-1 gréice 2 des lampes OSRAM HQI-E de 400 waits.
La photopériode est de 12 heures, 1a température est en moyenne de 30°C le jour et de
25°C A 'obscurité; I'humidité relative est maintenue & 60% le jour et 80% la nuit. La
contrainte hydrique est appliquée apres 1'épiaison environ 60 jours apres la levée. Une
solution nutritive équilibrée est apportée une fois par semaine. L'irrigation s'effectue au
goutte A goutte par un systéme automatisé.

Pour chaque cultivar, deux lots de plantes sont retenus. L'un est arrosé en perma-
nence, I'autre subit une contrainte hydrique par arrét de I'arrosage. Cette contrainte dite
"rapide” dure de 6 A 8 jours et elle est suivie d'une réhydratation compleie lorsque le
potentiel hydrique atteint un seuil critique de -2 3 -2,5 MPa. Dans le cas d'une
contrainte hydrique progressive, on apporte aux plantes des quantités d'eau contrdlées
grice 2 1a pesée journalitre des pots, de facon A ce que la diminution de H soit en moyen-
ne de -0,1 MPa par jour. Le H minimum de -2 3 -2,5 MPa est atteint en trois semaines
en moyenne.

B - Echantillonnage et mesure

Le potentiel hydrique est mesuré sur des morceaux de feuilles par une presse A
membrane type J14 ("Campbell instruments”) étalonnée au préalable par une chambre 2
pression de Scholander. La mesure s'effectue lorsque I'équilibre hydrique est atteint et que
les stomates ont un degré d'ouverture maximum et stabilisé. Les échantillons de feuilles
pour la détermination de l'activité de la PEPC sont prélevés sur les mémes feuilles et au
méme moment. Les bords des feuilles, 1a nervure centrale, et les parties non-chlorophyl-
liennes sont rejetées. '
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Les échantillons fix€s dans 1'azote liquide sont lyophilisés. Les conditions d'extrac-
tion sont décrites par Canale (1982). L'activité PEPC est mesurée en suivaat l'oxydation
dn WADH 2 340 nm & 30°C en présence de MDH en exceés (Lane ef al., 1969). Les
protéines sont dosées selon 1a méihode de Bradford (1976). La quantité de PEPC dosée
selon la technigue d'immunotitration de Mancini e al. (1963). Les anticorps ont &ié
purifids par Cretin e al.(1983).

I - RESULTATS
A - Conirsinte hydrique rapide

L'évolution du potentiel hydrique des témoins arrosés et soumis & l'interruption
d'arrosage des deux cultivars IC27 et IC30 est décrite Figure 1. L'activité de 1a PEPC des
témoins diminue pendaut la durée de l'expérience pour atteindre en moyenne 60 % de
I'activité initiale au jour J. Chez les plantes contraintes, l'activité PEPC est plus
fortement inhibée. L'évolution de I'activité de la PEPC en % du jour J() est portée en
fonction du potenticl hydrique foliaire (Figure 2a) pour les deux cultivars et les deux pH
optimums d'activité de la PEPC. Les activités atteignent 20 % de lenr valeur initiale &
H =- 2,4 MP3 et leuss relations avec H est grossiérement linéaire. En revanche, apids
réhydratation, la récupération totale de H et wrds partielle des activités PEPC, fait
disparaiire compleiement cetie relation.

La quantité¢ de PEPC dosée par immunotitration diminue pour atteindre aprés dix
jouss, 60% de sa valeur initiale chez le cultivar IC27 témoin (Figure 3a) alors qu'elle
chute jusqu'a 30 2 40% de la valeur initiale chez les plantes contraintes (Figure 3b). Le
comportement du cv IC30 est tout A fait comparable. En conséquence, l'activité
spécifique de 1a PEPC, rapporiée  la quantité de PEPC, diminue faiblement chez les
témoins’ (90% du jour Jg) et chute jusqu'd 50% chez IC27 (Figure 4a) et IC30
(Figure 45) contraints. L'activité spécifique mesurée 4 pH 8 subit une inhibition plus
pronoacée (30% de Jp).

La réhydratation s¢ traduit par une remontée 1es rapide de H A la valeur des témoins
en quelques heures, alors que la récupération de l'activité spécifique PEPC est trds
particlle, 70 & 80 % de Jq aprés 3 jours (Figure 4). Le malate est un inhibitenr et un
régulatenr majeur de 'activité PEPC. Le pourcentage d'inhibition en présence de 5 mM
de L-malate et 3mM de PEP est en moyenne chez les témoins de 55 % a pH 7,2 et
25% a2 pHS.

Les variations du rapport (R) du % d'inhibition pendant la contrainte rapporté A celui
du jour Jg, sont décrites Figure 5. Ce rapport diminue (1 A 0,5) indiquant qu'au cours de
1a contrainte, I'inhibition par le malate diminue aux pH 7,2 et 8 ainsi que pour les deux
cultivars IC27 et IC30. Apies réhydratation, ce rapport retrouve progressivement les
valeurs des témoins (0,9) qui sont restés élevées et pratiquement constantes pendant le
méme temps.

L'émde fine de 1a cinétique de réhydratation a été réalis€e en prélevant régulidrement
des échantillons foliaires chez les cultivars IC27 (Figure 6a) et IC30 (Figure 6b). La
remontée du H est achevée dans les 15 A 20 heures mais l'activité remonte plus
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progressivement, particulidrement chez IC30. Elle s'accompagne d'une augmentation de
la quantit¢ de PEPC chez les deux cultivars ; cependant, leurs activit€s spécifiques
augmentent également (Figure 6¢).

B - Contrainte hydrique progressive

Afin de se rapprocher davantage des conditions du terrain pour lesquelles la sécheresse
s'établit progressivement, 1a vitesse d'abaissement du potenticl hydrique a &€ limitée en
moyenne A -0,1 MPa par jour, par des apports d'eau contrOlés; le potentiel hydrique
atteint -2,5 MPa aprds trois semaines en moyenne. Dans ce cas, l'activité des témoins
diminue davantage que pour les contraintes hydriques rapides décrites précédemment
(30 % du jour Jq, Figure 7a), soit du méme ordre de grandeur que pour les plantes
contraintes (Figure 7b). L'évolution quasi-linéaire de Ia chute d'activité en fonction du H
au cours de la contrainie reste conservée pour les deux cultivars et aux deux pH (Figure
8). En revanche, la réhydratation s'accompagne d'une augmentation de l'activité¢ PEPC
des plantes préalablement contraintes (Figure 7b).

LA encore, I'activité spécifique des témoins diminue faiblement au cours du temps
pour atteindre apres 3 semaines 80 % de la valeur initiale au jour Jq, alors que l'activité
spécifique, toujours rapportée 2 la quantité de PEPC, chuie jusqu'a 60 % de Jg. La
réhydratation s'accompagne aussi d'une récupération partielle de I'activité spécifique. La
sensibilité 3 1'inhibition par le malate de l'activit¢ PEPC diminue chez les plantes
contraintes uniguement, comme pour les contraintes rapides, et retrouve celle des
témoins aprés la réhydratation. D'autres expériences ont permis de comparer 'évolution
de T'activité PEPC des talles et du brin maitre, Comme on l'observe sur le terrain, le
talle se déshydrate avant le brin-maitre et son H s'abaisse plus rapidement (Figure 9a),
expliquant une chute plus rapide de I'activité PEPC (Figure 9b).

IV - DISCUSSION
A - Contrainte hydrique rapide

L'activité PEPC est inhibée par la déshydratation des tissus et suit grossi¢rement une
relation linéaire avec I'abaissement de H. La durée courte de 1'expérience évite une
diminution importante de cetie activité chez les témoins qui peut &tre imputée A des
processus de sénescence. La contrainte diminue 1a quantité de PEPC davantage que chez
les témoins, cependant l'activité spécifique rapportée A la quantité d'enzyme reste
relativement stable chez les témoins et s'abaisse fortement chez les contraints (50 %).
En conséquence, la protéolyse ne peut expliquer 2 elle seule la diminution d'activité
mesurée, il est nécessaire d'invoquer des changements des propriétés de l'enzyme. Ces
changements sont différents de ceux provoqués par la sénescence puisque la réhydratation
des plantes contraintes entraine une reprise de I'activité PEPC trés significative, & un
niveau toutefois inférieur a I'activit€ initiale au jour Jq ; ceci pourrait étre la conséquence
de processus de sénescence foriement ralentis par la contrainte hydrique.
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B - Conirainte hydrigue progressive

Elle permet d'expérimenter dans les conditions de déshydratation plus proches de
celles observées sur le terrain au Niger en cultivant les plantes sur un substrat sableux
dans des grands pots et en abaissant régulierement le H de -0,1 MPa par jour en
moyenne. L'effet de 1a sénescence aprds trois semaines provogue une baisse d'activité
PEPC du mé&me ordre que celle des témoins arrosés, Mais, 1 encore, 1a réhydratation
provogue une reprise de F'activité spéeifique de la PEPC. De plus, l'activité spécifique
des témoins diminue faiblement alors que celle des plantes contraintes est plus élevée, U
est intéressant ds souligner que, comme sur le terrain, les talles se déshydratent avant le
brin-mgitre ce qui explique Ia chute plus rapide de V'activité PEPC dss talles. Sur le plan
fondamental, les mécanismes d'action de la déshydratation sur les propriétés de l'enzyme
vestent encore inconnus. 1l n'est pas possible d'expliquer 1a chute et la reprise de Uactivité
PEPC uniquement par une protéolyse et une néosynthdse de 'enzyme. Les mécanismes
de régulation de V'activité PEFC de plantes hydratées , sous l'effet de I'altemance lumitre-
obscurité, ont fait 'objet d'un certain nombre de publications (Jiao et Chollet, 1988 ;
Mc Naughton et al., 1989 ; Sipes et Ting, 1989 ; Thomas ef al., 1990 ; Wedding .7
al 19990 ; Willeford et al., 1990). La PEPC est un tétramére susceptible de se dissocier
en dimeres moins actifs. De plus, il a éié démontré que Y'activité PEPC est contrSlée par
un mécanisine posi-traductionnel de phosphorylation-déphosphorylation de V'enzyme.
L'importance relative in vivo de ces deux possibilités de régulation reste encore
controversée.

Pour ce gui concerne 'efffet de la contrainte hydrigue, on peut souligner que le malate
inhibe fortement l'enzyme des iémoins 4 pH 7,2 et beaucoup moins celle des plantes
contrainies. Or, le malate déplace I'équilibre des formes moléculaires de la PEPC vers les
dim&res moins actifs d'oll une moindre inhibition. Cette hypoih2se est confortés par Ia
faiblesse de l'inhibition 3 pH 8 qui déplace également Ia forme tétramérique de 1a PEPC
vers le dimére. Notons & ce propos que l'enzyme est allostérique 4 pH 7,2 et quasi-
michaélieane & pH 8. Cependant, la contrainte hydrique pourrait provequer d'auires
inodifications de F'enzyme que celies déji connues, des rechexches uliéricures tenteront de
clarifier ces points.

Pour améliover la résistance & 13 sécheresse des plantes cultivées, nous avons déja
indiqué l'intéeét de I'angmentation de la tolérance 3 la déshydratation chez les cultivars,
La comparaison des denx cultivars étudiés (IC27 et IC30) ne fait pas apparaitre de
différences de tolérance protoplasmique. D'autres expériences, avec des cultivars
originaires du Burkina Faso, ont montré qu'un cultivar présumé résistant présente une
stabilité plus grande de l'activité PEPC pendant 1a contrainte. La comparaison avec des
cultivars de Sorgho, plus tolérants 3 la déshydratation cellulaire, a confirmé cette
apiitude supéricure A maintenir I'activité métabolique sous contrainte. Les critéres
d'aptitude a l'endurcissement & la déshydratation et de vitesse de récupération aprés
arrosage doivent &tre pris aussi en compte pour I'amélioration globale de la résistance
la sécheresse. En dehors de l'étude de Yactivité d'enzymes-clés du métabolisme, il
apparait nécessaire de connaitre aussi les compositions en lipides membranaires,
notamment chloroplastiques, qui jouent un réle majeur dans la conservation de l'intégrité
structurale et fonctionnelle des membranes.
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Pour conclure, si les deux cultivars de Mil ne semblent pas différer significativement
dans les propriéiés de leur PEPC, ils ont présenté des différences dans leur thermo-
sensibilité et dans les vitesses de croissance de leur appareil racinaire. Ceci prouve une
nouvelle fois que les problemes de résistance 2 la sécheresse doivent Etre nécessairement
abordés a I'échelle de la plante entitre et que les critres physiologiques de résistance
doivent &tre retenus aussi bien que les critdres morphologiques, anatomiques ou
phénologiques pour 'amélioration de la résistance des végétaux cultivés A la sécheresse.
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Figure 1
Evolution du potentiel hydrique foliaire, exprimé en mégapascals, des cultivars de Mils IC 27 et IC 30
témoins et contraints au cours du temps
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Figure 2
Evolution de I'activité moyenne de la PEPC des cultivars IC 27 et IC30 contraints, 4 pH 7,2 et 3 PH 8, en
fonction du potentiel hydrique, pendant la déshydratation (2a), et aprds la réhydratation finale (2b).
L'activité est exprimée en pourcentage par rapport 3 celle du jour JO. (m = 3 ; 100 % = 200 £ 20 Ul/gMS)
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Figure 3

Evolution du potentiel hydrique et de la quantité moyenne de PEPC du cultivar IC 27 témoin (32)
et contraint (3b) au cowrs d'une contrainte hydrigue rapide.
La quantité de PEPC est expriméa en pourcentage par rappost & celle du jour JO. (n = 3)
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Figure 4

Evolution dun potenticl hydrique et de T'activité spécifique moyenne de 1a PEPC 3 pH 7,2 des cultivars
contraints IC 27 (4a) et IC 30 (4b) au cours d'une contrainte hydrique rapide.
La quantité et l'activité spécifique de 1a PEPC sont exprimées en pourcentage
par rapport & celle du jour JO. (n=3)
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Evolution du rapport d'inhibition de l'activité PEPC, par SmM de malate, en présence de 3 mM en PEP &

pH 7,2, du cultivar IC 27 contraint au cours du temps.
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Evolution de I'activité moyenne de la PEPC des cultivars contraints IC 27 (6a) et IC 30 (6b) et de leur
activité moyenne spécifique (6¢) & pH 7,2 aprés la réhydratation finale.

L'activité et I'activité spécifique sont exprimées en pourcentage par rapporta celle du jour de plus forte
contrainte (n = 3 ; 100 % d'activité = 100 £ 10 Ul/gMS)
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Figure 7

Evolution du potentiel hydrique et de I'activité moyenne de la PEPC & pH 7,2 du cultivar IC 27 témoin (7a)
et contraint (7b) au cours d'une contrainte hydrigue progressive.
L'activité est exprimée en pourcentage par rapport i celle du jour JO.
(n=3; 100 % d'activité = 180 10 Ul/gMS)

40F —o— 1C27pH72
sesene 1030 pH T2
WE —o— ICTTpHEO

seeoee [CMOpH B0

1 t 2 i —

¢
W0 LiX 1.2 18 24 30

POT HYD (M2}

Figure &
Evolution de l'activité moyenne de la PEPC des cultivars IC 27 et IC 30 contraints, 4 pH 7,2 et 4 pH 8, en
fonction du potentiel hydrique au cours d'une contrainte hydrique progressive.
L'activité est exprimée en pourcentage par rapport & celle du jour JO.
(2 = 3; 100 % d'activité = 180 * 20 Ul/gMS).
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Figure 9

Evolution du potentiel hydrigue (9a) et de 'activité moyenne de la PEPC 2 pH 7,2 (9b) du brin maitre et du
talle du cultivar IC 30 contraint, au cours d'une contrainte hydrique progressive.
L'activité est exprimée en pourcentage par rapport 2 celle du jour JO. (@ = 3 ; 100 % = 220 £ 30 Ul/gMS).



