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L'analyse des acides aminb libres  foliaires  a permis d'etablir une relation  entre la 
&sistance ii la contrainte  hydrique  et  les modifkatim du  mBtabolisme az& chez deux 
populations  de mil (HKP et IC 30). L'acide amine majoritaire dans les plants ttsmoins 
est l'alanine. La contrainte  hydrique  s'accompagne d'une diminution de la teneur  en 
alanine et d'une  augmentation de la teneur  en  proline.  Ces  pMnom&nes  sont  exacerbes 
dans le cas de plantes  cultivdes  en  conditions  contr6lees  par rapport aux  plantes c u l t i v b  
sur  le  terrain. Les deux  populations posWnt des r6ponses ii la  contrainte  hydrique  assez 
semblables.  La  compensation  entre  l'accumulation et la disparition  d'acides amin& en 
relation  avec  la  diminution  du  contenu relatif en eau des plantes  explique,  en  partie, le 
faible  ajustement  osmotique observB chez le mil. 

1 - INTRODUCTION 
Lors d'une contrainte  hydrique,  des  modifications  de la morphologie,  de la 

physiologie et du  metabolisme  d'une  plante  sont  observ&s.  Les phBnom8ne.s 
r6actionnels  (Chevone et al., 1990 ; Chapin,  1991)  apparaissent  suivant un ordre 
chronologique  p&s (Hsiao, 1973). Ils ont kt15 class&  (Turner,  1986) dans trois grands 
groupes : (i) Bvitement  de la dcheresse, (i) Bvitement  ou retardement de la 
d6shydratation et (iii) t&rance B la d&y&atation. 

Lorsque  le  potentiel  hydrique  d'une  plante  diminue,  l'accumulation de solut& 
provoque la baisse du potentiel  osmotique et permet le  maintien  de la pression  de 
turgescence des cellules.  Cette  accumulation  rend  compte  de  modifications importantes 
du  m6tabolisme.  Les  solutks  accumul&  sont de natures  diverses : des ions (potassium), 
des sucres  solubles  (saccharose,  glucose,  fructose),  des  acides  organiques ( d a t e ,  
pyruvate), des polyols  (sorbitol, glydrol)  et des composes  du  metabolisme mot6 
(amines,  acides amin6s libres). Leur contribution B l'osmolaritts cellulaire  &pend de leur 
nature et  du mon 6tudie  (Morgan,  1992 ; Fremachandra et Joly,  1992). 

L'Btude  du  mBtabolisme azod d'une  plante soumise ii une contrainte  hydrique  montre 
une  accumulation  globale  d'acides  amines, mais la teneur de chaque  acide  amine  pris 
&p&ment  n'augmente  pas  sysdmatiquement. Leur variation  (accumulation de proline, 
glutamine,  asparagine et glycine-Mtaïne  souvent deaite) &pend de la nature  du  stress 
applique et du  taxon Btudi6 (Jones et aL, 1980 ; Belanger et aL, 1990 ; Ranieri et aL, 
1989). La proliie est consid&&  comme un indicateur  mBtabolique de contrainte. Il est 
non spkifique (contrainte  hydrique  ou  thermique,  salinitd  du  sol). Lors d'une  contrainte 
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Sur  le terrain, les pr616vements  sont 1.eali& dans des conditions comparables, 63,70 
et 75 jours ap&s  emergence. Le materiel  vegetal est alors fm6 dans  l'azote  liquide. 
Cependant,  lors du  premier pdlbvement  (63  jours aprh emergence)  les  morœaux  de 
feuille  n'ont  pas et6 fixes dans  l'azote  liquide. Les dchantillons  ont et6 lyophilids avant 
ex@tion. Chacun d'entre eux  coffespond B lamoyenne de 8 brins epies. 

Dans les deux cas, le contenu  relatif  en eau, note  RWC  (Relative  Water  Content), est 
systhwiquement d6termin6 lots d'un  pr616vement. 

0 Au laboratoire,  chaque dchantillon (frais ou  lyophilise) est bmy6 en @sence d'azote 
liquide,  de  2,5 ml d'eau additionnde  d'acide  chlorhydrique @H 3,4),  puis  de  2,5 ml de 
chloroforme. Le broyat,  conserve B 4°C  pendant 18 heures, est centrifuge B 
4OOO to- pendant 9 minutes. Le surnageant  est filtrd et congel6 B -18°C. 
La teneur  de  chaque acide amin6 est &termin& ap& ddxivation, par chromatographie 

liquide B haute performance (HPLC). La d4ivatim des acides amines par l'accrochage du 
groupe  pht5nylimcarbamyl  permet  leur  detection  lors de l'analyse en lumihre W B 
254 nm. Cette &rivation  est  effectude  sur 20 et 40 pl de filtrat apA ajout  d'une 
quantit6  connue de norleucine (etalon interne,  acide  amine  naturellement  absent dans les 
plantes) et ap&s sechage,  en milieu basique. Les tkhantillons  &rives  sont lyophilids et 
conserve B sec, B -18"C,  jusqu'B  leur  analyse. 

La dparation et l'analyse  des  phenylthiocarbamyl  (pct)  amino-acides  nkkessite un 
Quipement  d'HPLC (PHILIPS) qui  comprend : un passeur d'chantillons r6fiiged B 
4"C,  une  boucle  d'injection  (20 pl), un injecteur  automatique, deux pompes B haute 
pression, une prkolonne W R C K  : dference 50962.0001) et une  colonne  de  12,5 cm 
de type Cl8 phase  inverse  (MERCK : refkrence  16855.0001)  placees  dans un four 21 
38"C, et un gtecteur UV-visible.  L'inttsgration de la surface des pics  est r&di& par un 
programme infamatique  sur un  micro-ordinateur  compatible. 

IH - RESULTATS 
A - Etude des plantes  cultivées  en  conditions  contrôlbes 
1) Comparaison  pour HKP et IC 30 des  teneurs  en acides aminés  des  plantes 
témoins 

La composition  en  acides amin6.s libres f o l i i s  de  plantes  &moins, cultivks en 
conditions contrôlks, est compark pour les  populations HKP et IC  30 (figure 1). 
Chaque  valeur  correspond B la moyenne  des  mesures r6alMes sur trois  plantm. Pour 
chaque  acide  amine,  les  teneurs  mesun%  pour la population  IC  30  sont  leg8rement 
sup6rieures  (acide  glutamique  en  particulier).  Les r6sultats montrent  que  l'alanine est 
l'acide  amine  majoritaire  (teneur  sup6rieure B 20 pnoVg MS). La  teneur  en  acide 
glutamique est voisine de 15  pmollg MS et  celle  de  l'acide  aspartique  proche  de 
10  pmol/g  MS.  Les  autres  acides amines sont  plus  faiblement  repr6sent6s  (teneur 
egale ou inferieure B 5 p o V g  MS). 
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F i g u r e  1 
Comparaison des teneurs en acides amininds pour les  plmtes  tdmdns  des populations HKP et K 30. 
Les plantes sont  niltivbes  en  conditions contr&ies. Chaque  barre  de  l'histogramme  correspond à la 

moyenne des vdsaleurs obtenues aprh l'analyse de trois  plantes. Les IprdEvements ont kt& r6alis6s 
70 jours q r B s  semis. 

F i g u r e  2 
Comparaison de l'bvolution des  teneurs  en  proline  et en alanine en fonction du  contenu  relatif  en eau. 

Figure 2A : Population  HKP. Figure 2B : population IC 30. Chaque  point  correspond B la  mesure de 
la  teneur  en  alanine ou en  proline  d'une  plante. Les pr618vements ont 6t6 r6alisks 70 jours ap&s  semis. 
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2) Evolution des  teneurs en alanine et en proline en fonction du contenu 
relatif en  eau 

L'alanine  et la proline  sont dtudih pdferentiellement,  en  raison  de  leur  6volution 
significative  lors d'un  stress,  par rapport aux variations  des  teneurs  des  autres  acides 
amines (r6sultats non gdsent6s). La figure 2 montre  l'dvolution des teneurs  en  alanine 
et en  groline,  de  plantes cultivks en  chambre de culture,  en  fonction  de  leur  contenu 
relatif en  eau.  La  figure 2A correspond B la population HKP, la figure 2B B la 
population  IC 36. Chque psint des diagammes rend compte d'un  dosage &alM sur une 
plante.  Pour  les  deux  populations,  lorsque le contenu relatif en eau diminue,  une 
accumulation  de  proline et une disparition  d'alanine  sont observh. Au cours de h 
contrainte  hydrique, la proliie devient Pzd& amine majoritaire pour des contenus relatifs 
en eau inferieur B 70%. Pour  un  mgme  contenu relatif en eau de 50% l'-ulatim de 
groline  est  plus  marqutk pur la population HKP (la teneur est multiplik par 4 environ) 
que  pour la population  IC 30 (par 3 environ) ; la diminution de la teneur  en  alanine  est 
analogue p u r  les deux populations  (elle  varie de 25 B 10 p o V g  MS). 

B - Etude  des  plantes  cultivées  sur  le  terrain 
1) Comparaison  entre H m  et IC 30 des feneurs en acides  amin&  des  plantes 
témoins 

Les dsultats pr&ent& figure 3A et 3B permettent  de  comparer pour H I P  et IC 30, 
la teneur  en  acides amin& libm foliaires  de  plantes cultiv&s sur le terrain B NIAhaE'k". 
Cette  teneur  est  semblable pur les deux populations tant du  point  de vue qualitatif  que 
quantitatif.  L'alanine  est  l'acide  amine majoritaire (teneurs  comprises  entre 10 et 
20 p o U g  MS) p u r  les  deux  populations ; la teneur  en  alanine  varie  en  fonction & h 
date de prelbvement. Les teneurs  en  acide  aspartique  et  tyrosine  (su@rieures ou kgales 1 
4 p o Y g  MS), dominent  &les  des  autres  acides  amines 6tudibs (teneurs  voisines de 
2 p o l / g  MS). Le contenu relatif en  eau a diminue de 10 % entre  le  premier et le 
dernier  preltwement. Les p&li?vements  successifs  permettent  d'o0server  l'effet de la 
&neScence sur les teneurs en chaque acide ami&. 

2) Evolutiom de5 temeurs cm acides O&& Bom d'um contrainte hydrique 
Dans les  feuilles,  I"ko1ukion  du  contenu  relatif  en eau est plus  rapide pur les 

plantes HKB que pour Ioli 30 (figure 4A et 4B). Cependant la cinbtique du stress 
appliqud  est Pente car l'evolution du contenu reW en eau est  faible  entre  le  premier et le 
&mitme pdlbvement. E'danine reste I"aci& amine majorilaire lors de la contrainte 
hydrique. De mgme l'acik aspartique et la tyrosine ont des teneurs  proches  de 
6 p o Y g  MS. La  plupart des autres  acides  amines ont des  teneurs  proches de 
4 p o V g  MS pour la population HKP et voisines de 2 p o V g  MS p u r  IC 30. 
Lorsque la contrainte  devient &v&re (dernier  pr61&vement), la teneur  en W i e  diminue 
uniquement  pour  IC 30, tandis  que  la  teneur  en  proline  augmente  tr&s  faiblemenf 
seulement pur HI@, 
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*A POPULATION HKP : PLANTES CONTRAINTES 
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48 POPULATION IC 30 : PLANTES CONTRANI'B 
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F igure  4 
Comparaison des teneurs  en  acides aminés pour  des  plantes cultiv6es sur le terrain  et soumises 

B une  contrainte  hydrique 63 jours ap&s 6mergence  (jae). Chaque b a m  de l'histogramme 
correspond B la mesure des teneurs  en  acides aminés de 8 brins 6piés. "nd" : non  d6termin6. 

Figure 4A : population Hm. Figure 4B : population IC 30. 
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L'analyse des khantillons de Niamey  montre  que la r6ponse B la contrainte  hydrique 
des deux  populations (HKP et IC 30) est peu importante  et  analogue.  Les  effets de la 
contrainte  hydrique  (augmentation de la teneur  en  proline et diminution de la teneur  en 
alanine)  sont  parallkles B ceux observh dans le cas de plantes  cultiv&s  en  chambre de 
culture, mais  la  r6ponse  est  plus  faible. La faible  difference des teneurs  en  alanine et en 
proline,  entre les plantes  tbmoins et contraintes,  peut 8tre expliqub par le fait  que la 
valeur  minimale  de RWC atteinte  sur le terrain est de 62 46, alors  qu'en  chambre de 
culture, elle est  proche  de 40 46. La  contrainte  obtenue sur le terrain  est  toutefois 
importante  pour le mil, car elle  engendre  une perte de production de 50 5%. Les t&s 
faibles  evolutions des teneurs  en  alanine  et  en  proline M t e s  sur  le  terrain  pour les 
contenus relatifs en eau les plus  faibles,  ne  sont pas contradictoires  avec  les  r6ponses des 
plantes  du  laboratoire.  Pour  le niveau minimal de RWC, 62 96, les  variations  observ&s 
sur les  plantes cultivhs en  conditions contrôlh ne  sont pas maximales (figure 2). 

L'evolution des teneurs  en  acides amin& au cours d'un stress est  rapidement mise en 
evidence au laboratoire ap&s seulement deux jours de contrainte  hydrique. Le m&le de 
culture et le mode de contrainte  appliqubs  ne  sont pas le reflet  du stress que  peut  subir 
une  plante  sur le terrain.  L'amplification des phenomknes rtktionnels obtenue par une 
contrainte  plus  pronon& (vitesse et  amplitude),  facilite  leur mise en  bvidence. De plus, 
ce m d l e  permet de neutraliser les autres contraintes  qui  peuvent  intervenir  sur le terrain 
comme la  chaleur, ou une  mauvaise  nutrition  minerale  (en  particulier la nutrition 
-1. 

Les  variations  pincipales  de  teneurs  en  acides  amines  chez  le  mil,  provoqutks  par 
une  contrainte  hydrique,  concernent la proline et l'alanine. Elles sont li&s aux  proprietdh 
chimiques des acides  amines et aux  modifications de leurs  voies  metaboliques  de 
synthhe et de &gradation. 

La  proline  est un  marqueur  de stress : la  relation  entre  le stress hydrique et 
l'accumulation de cet  acide amint est  etablie  depuis  longtemps. La connaissane de  la 
cinetique  d'accumulation  de la proline  permet la caractbrisation de la  r6sistance des 
plantes B la  &cheresse  chez le  cotonnier  (Hubac et Viera Da Silva, 1980) et pour des 
plantes  d6sertiques  (Pourrat  et  Hubac, 1974). L'accumulation  de  proline,  lors  d'une 
contrainte  &vkre  en  conditions  con@ôl&s,  pourrait  constituer un outil de &leetion de 
differentes  populations  de  mil.  Cependant,  l'application  de  cette  relation  n'est  pas 
systbmatique  et le rôle de la proliie  est controverSe dans l'ajustement  osmotique. Si la 
proline joue ce  rôle, il serait  donc nhssaire de connaître  les  processus metaboliques de 
cette  accumulation  qui  peut sue due  en  partie B l'augmentation de l'hydrolyse des 
proteines  (Hubac et Viera  Da  Silva, 1980). L'inhibition de son  oxydation  en 
hydmxyproline M t e  chez  l'orge  (Stewart et aL, 1977) ou bien  une  diminution de son 
incorporation dans les p e i n e s  peuvent  etre,  aussi,  partiellement  responsables de cette 
accumulation.  L'augmentation  de  la  synthhse de novo B partir du  glutamate  par 
stimulation de la glutamate  deshydrogbnase a 6tb mise en kvidence  chez le  haricot (Jager 
et Meyer, 1977). Pour  le  mil,  l'analyse de l'activite  enzymatique  dans  les  r6actions 
biochimiques dkrites sera nkessaire. Ces  modifications  interviennent  pour  des 
intensitks de stress donnks, directement liks au  temps  d'exposition  de la  plante B ce 
stress et elle  &pendent du taxm btudib. 
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