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INTRODUCTION’




1 = GENERALITES

Si on consulte | € dossier reéalisé par l|la conférence
des Nations Unies sur |a désertification, tenue a NAIROBI
(KENYA) en 1977, on est frappé par [rlétendue mondiale des
terres arides et sem-arides et surtout par les menaces dex-

tension de ce fléau.

les perturbations intervenues récemment dans |e mance,
concernant la régularité des périodes de pluies et les quanr-
tités d'eau tombant habituellement, nous indiquent que nul
endroit de la terre n'est a |'abri dunesécheresse inatter-
due. La sécheresse intervenue en Europe en 1976 est a ce titre
éloquente. Les 27 mllions de Sahéliens, quant a eux, se sou-
viennent de la période 1868-1g73, et vieent encore |es pro-
blemes 'relatifs aux irrégularités et insuffisances des pluies.
Parm |es problénmes soulevés par |'eau, ceux traitant des rap-
ports plante-eau, du comportement de la plante vis a vis dt
manque deau par |eur inportance, non seulement biologique,
mais aussi économique, ontbeaucoup retenu |'attention des
auteurs. Il est a ce sujet réconfortant de constater avec
KRAMER (19741 que la recherche a connu un grand développement
ces derni éres années, Surtout celle tournée Vers les effets

du manque d'eau sur |es processus physiologiques des plantes.

Ainsi VIEIRA DA SILVA (1970), passant en revue |'essen-
tielde ce qui avait étée fait sur |les nmécanisnes de |la résis-
tance a la sécheresse des plantes, propose a la lumigre des




connaissances du moment un schéma montrant les divers mécanis-
mes et les connections existant entre eux. Deux grandes voies

se dégagent de ce tableau

1 - Une aptitude a éviter la déshydratation, o l&
plante arrive & conserver, au moins dans certains organes,

I'hydratation nécessaire au fonctionnement métaboligue normal.

2 = Une aptitude a supporter 1la déshydratation : ici,
les plantes n’évitent pas la déshydratation et se trouvert
dans un état d'hydratation faible, mais néanmoins suffisant
pour conserver les processus physiologiques & un niveau compa-

tible avec la survie des tissus.

A notre niveau, nous avons seulement étudié une partie
du deuxiéme mécanisme, celle qui concerne la stabilité enzy-

matique.

Plusieurs caractéristiques du protoplasme ont été
impliquées dans la capacité de la cellule a résister a une
dessication (hydrophylie des colloides, quantité d’eau liée,
viscosité du protoplasme, etc.).Mais VIEIRA DA SILVA (1570}
reconnait qu'aucune de ces caractéristigues ne peut a elle
seule expliguer ou rendre compte ni des effets nuisibles de
la sécheresse sur les plantes sensibles, ni de l'adaptation

B

des plantes résistantes & cette méme sécheresse.

ILJIN (1830, 53-57) a été l'un des premiers a proposer
un mécanisme de résistance ala sécheresse reliant les dom-
mages causés par le manque d'eau & la dislocation et a la
destruction de la structure du protoplasme. Cette idée re-
prise par STOCKER 119481 mettait le point sur une augmenta-
tion de la perméabilité avec le déficit hydrique entrainant

une libération d'enzymes respiratoires et hydrolytiques.

Une autre aptitude & supporter la déshydratation (gui

découle en fait des caractéristiques du protoplasmel a ftrait
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d la stabilité enzymatique, en particulier & celle des enzynmus
hydrolytiques. Le travail de STOCKER (1881} concernant les
effets du manque d“eau SUT I"activité des enzymes hydrolyti-
ques a été d'un grand apport. L'auteur souligne que les modi-
fications des activités enzymatiques sous I"effet de la séche-
resse sont reliées & une transformation des structures du
protoplasme. Far ailleurs, OPARINE (1853) gonderse les résu.-
tats obtenus par I"académie des sciences de 1'U.R.S.5., et
dénmontre |'"inportance des structures fixatrices du protcplasme
en ce qui concerne le sens et |la vitesse des réactions enzyma-
tiques. On peut souligner entre autres |es travaux de VASSILIEV
et VASSILIEV (1936) sur |l'invertase, de SPOEHR et MILNER (1539)
sur I amylase et de NI R et POLJAKOFF- MAYBER (1866) sur |a
phosphat ase.

Paral |l el enent a ces travaux sur les plantes, | es reésul -
tats obtenus par |'école de DE DUVE (DE DUVE et WATTIAUX, 198E]
sur les lysosones des ce,llules animales,et ceux de MATILE
(1966, 68a et b, 69 et 751, ceux de NATILE et al (19713 sur
des structures comparables aux lysosomes Observées chez |es
cellules Végétal es, ont perm s de mieux cerner |es effets du
déficit hydrique sur les activités des enzymes hydrol ytiques.

Les résultats de PUJARNI SCLE (1566, &8 et 691 faisan;
état de I"existence de la phosphatase acide (ans Qla composante
lourde (lutoide) du latex d'Hevea brasilensis confirment |'ana-

|l ogie entre 1lutoides et |Ilysosomes des cellules animales.

cependant | a découverte d*une  phosphatase latente dans
les chloroplastes de plusieurs cellules Végétales par RAGETLI,
WEINTRAUB et RINK (1866), et celle de: VIEIRA DA SILVA 119701,
nontrant 1-existence d' hydrol ases comme | a ribonuclease et 1la
phosphatase acide dans la fraction cellulaire riche enchlc-
ropl astes chez | e cotonnier, prouvent que lalocalisation Ces
hydrol ases est bien pl us conpl exe chez les cellules végétales

que chez celles des animaux.

o A s R,
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En ce qui concerne |'étude des mécanismes par lescucls
la déficit hydrique nodifie |'activité des enzvmes en
des hydrol ases en particulier, il est réconfortant de noter
que |'"élan que celle-ci a connu n'a cessé de se dévelcpper.
Ainsi TODD (9721 fait wune révision assez exhaustive sur |es
connai ssances concernant |'action o« déficit hydrique su:
|"activité enzymatique. Les conclusions auxquelles il aboutit
de par leur intérét nmeritent qu on s'y attarde.

Aprés avoir analysé les données d' activités enzymatiques
obt enues' par plusieurs auteurs, pendant un déficit hydrique
plus ou noins inportant, il note gue

- lors d un déficit hydrique inportant il y a d une fagcn géné-
rale, une baisse d activité des enzynes;

- les enzynes hydrolytiques se stabilisent au nméne niveau, ou
augnentent, nmais ne baissent d activité qu' a un seuil trés
important du manque d' eau,

- parm |les enzynmes de synthése certains augmentent d'activita
tandis que d'autres baissent.

D autres données lui pernmettent de canclure qu'un
certain nonbre de corps come les glucides et |es protéines,
peuvent protéger les enzymes lors d'une dishydratation. L'inacz-
tivation de certaines enzymes, selon | Ui, peut étre expliguée
en partie par la formation de ponts S-S intra et intermc.écu-
laires, ou par des interactions hydrophobiques.

I1 constate aussi que le déficit hydrique entraine une
i bération ou une activation d enzymes de dégradation.

I+ indigee Gpalement ue les dnleroclions avVeo lews
grandes molécules, les changements de configuraticn, ou .gs
interactions dues a |'augnentation du taux des sels qui se

produi sent lors d' une déshydratation causent des dommages :aux
enzymes. |l n'est pas impcssible alors que, par certaines con-




ditiaons, la cellule fabrique des enzymes ayant le mé&me rdlic
que les Vrai es, mais moins sensibles a la perte d'eau. Tou-
jours selon | " aut eur, | es enzymes a structure peu organisée
rési stent mieux a 1la déshydratation que celles existant sous

forne tres organisée.

Pour conclure cette révision, 1Tauteur met le point
sur les structures membranazres, Supports énergétiques et
facteurs de conpartinentation.

A son tour, KRAMER (1974) résunme |'essentiel des neéca-
ni smes avancés pour expliquer |'intervention du déficit hy-
drique sur |es processus enzymatiques. C"est ainsi que lg
déficit hydrique intervient

» En abaissant le potentiel chimique ou 1l'activité de I eau

dans l1a cellule,

- En diminuant la pression de turgescence,

-~ Par des changenents dans :les relations spatiales entre les

membranes et les organites cellulaires,
- Par |["altération dela structure des macronol écul es,
- Par une augmentation de |a concentration des sels,

ce sur quoi  HSIAO (19731 ne semble pas totalement d"accord,

car selon lui aucun de ces effets ne peut expliquer comment

un | éger déficit hydrique arrive-t-il a affecter les proccessus
méteboliques. Selon |'auteur, I accumulation des métabolites,
dans ces conditions, pourrait avoir un effet rétroactif sur | e

métabolisme des glucides, lipides et sur celui azoteé.

La sécheresse a donc une influence sur le métabolisme de ia
cellule et fait varier |'activité enzymatique. Au niveau de

1'impcrtance de cette variation et de son sens il y a des ci<f
rences suivant les enzymes, | a CorrpOSi tion du milieu cellulair:

{u

J

et le comportement de la plante vis a vis de la si2cheresse. Les

hydrol ases, quant a ce qui les concerne, augmentent d'activité




avec le déficit hydrique [révision de TODD en 197% ; VIEIRA DA
sILvA, 1968, 70, 74 et 76 ; VIEIRA DA SILVA et al, 1569, 72 et
741.

Cette augmentation d"activité et celile de la spolubi-
| isation des enzymes hydrol yti ques sont plus importantes chez
| es espéces végétales sensibles a la Sécheresse que chez celles
résistantes (VIEIRA DA SILVA, 1968, 70, 74 et 76, VIEIRA DA
SILVA et al, 1969, 72 et 743.

Pour  expliquer cette augmentation d-activités des &nzy-
mes, des hydrol ases en particulier, il existe plusieurs hypc-

théses

- Un des aspects du probléme consisterait en l'altéra-
tion des Menbranes, des organites cellulaires, entrainant. vunre
déconpartinmentation, ce qui nettrait en contact des corps jus-
que la isolés. Les lipases dont [lI-activité augmente avec la
sécheresse (VIEIRA DA SILVA et al, "974 ; VIEIRA DA SILVA, 167%5)
joueraient un roéle inportant dans cette altération des membranzs

- Un autre aspect du problame est l'action des protéa-
ses sur les zyntgénes rendant ainsi ces enzymes "potentielles”
actives.

- Le dernier aspect du probl éene serait unesynthése
d' enzymes nouvelles lors de |la sécheresse (synthese cde noveo/ .

On pourrait schénmatiser cela comme suit

enzymes —_—
existant dans

~ | es conmparti -
ment s PHASE

Lipases ?

- . - i
CErHERECQE N SOLUBLE
SECHERESSE Proteases ? _zymogenes - - I

(active)

>oynthane de nove 7. -




_Liée a |'augnentation d' activité enzymatique, avec la
sécheresse, l|la résistance de certaines grosses nolécules &
| " hydrolyse est une autre approche des problémes de résistance
des plantes a la sécheresse. Certaines de ces molécules résis-
"cent en effet a |'hydrolyse, cependant que d'autres comme
| "am don résistent nmoins bien a cette hydrolyse ; il s'ensuit
alors une augnentation des sucres solubles, come |"indiquent
[LJIN en 1957 et VIEIRA DA SILVA en 1968.

2 - RESISTANCE A LA SECHERESSE CHEZ LE MIL (Pennisetum typhoides;

Les problénmes de résistance a |la sécheresse s'analysen:

a deux niveaux quand il s'agit d une plante cultivée. En effet,
la plante dans ce cas, doit non seulement survivre dans les
conditions de manque d'eau, mais aussi assurer a |'homre un
rendement acceptable a la récolte. Dans le cas du nil, le pro-
duit de la récolte est une graine, ce qui fait intervenir des
probl emes de floraison, fécondation et de maturation qui scnt
des phénonenes physiol ogi ques conplexes sensibles aux variations
des conditions extérieures.

La grande résistance a la sécheresse du ml est rappor-
tée par plusieurs auteurs. FERRARIS (19731 examnant la bibtlio-
graphie des rapports agronom ques, indique gug tous font étet
de la grande résistance a la sécheresse du mil et son aptitude
a se dével opper dans les régions de faible pluviometrie.

Ainsi CURSON (1940) nontre qu'en Afrique du sud, la
pl ante pousse dans des régions recevant mains de 635 nm d' eau

par an.

De leur coté, JoHnNsON et RAYMOND (1984) irdiguent gue
le ml| est généralement une céréale alinentée en eau par 1a
pluie, bien quil soit irrigué dans certaines zones et qu'il
pousse dans des régions d Afrique et d' Asie recevant annuelle-
ment 430 a 500 mm d' eau.
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MASEFIELD et al (19691 pensent que plus que toute autre
plante, c'est celle qui est la plus répandue dans les ‘régicns
tropicales de faible pluvionétrie. Mais tous les auteurs ne
considérent pas le ml| come étant la céréesle la plus résis-
tante a |l a sécheresse. AinNsi DEGEUS (1667) classe le m| en
deuxi&me pPOSition au point de WE résistance & la sécheresse

lprgs le petit mllet, mais avant | sorpghl

En ce qui concerne les incidences de la période 4'arri-
vée de |'eau de pluie et de sa quantité sur le rendenent,
KANITAR (13844) pense que |la période critiqgue se situe enzr
|la 6éme et |l a 12&2me semaine, c'est-&-dire pendant les périodes
de reproduction et de maturation.

KRI SHNASWANY (1962) nontre que moins de 80 mm ou plius
de 230 mm de pluie pendant |a période végétative baisse 1z ren-

dement.

BROMWN (19631 dénontre que les pluies tardives on: une
i nportance pour |le rendement en graines, enccre que 1l'exc2s
soit nuisible. Selon lui, le mnimum pour |a période végétative
se situerait entre 150 et 200 mm de pluie.

SIBAND (1974-19771 trouve sur de jeunes plants de mil,
que la production de matiére végétale n'est pas cptinale avec
la turgescence nmaximale, mRiS qgu'elle culmine & un potentiel
hydri que d' approximativenment -3 bars ; elle est déprimée au-
dela, essentiellement au niveau des parties aériennes.

FATOUMATA DIOP 119771 sur le ml sounas et des mils
hybrides, montre que le déficit hydrique réduit considérable-
ment | € rendenent, nénme si |'alinmentation hydrique est régulie-
rement répartie sur tout le cycle de la plante. Concernan: la
sensibilité des différentes phases du cycle au manque d' eau,
elle indique que la phase Montaison-épiaison senble la piue
sensible. Cette sensibilité senmble décroitre sensiblement 2 la
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floraison et au stade grain pateux. Les stades Tallage-lMontai-
son et grain pateux senblent noins sensibles.

La conposition des élénents nutritifs dans la plante,
elle aussi, varie avec |la sécheresse.

BENNETT et ses collaborateurs (1364) montrent que le
contenu de la plante en N et K baisse avec |'augmentation de
" humi dité du sol.

Dans la feuille et la tige de plantes mainteruss au
point de flétrissenent, NAIDU et VEKKATESWARLU (19671 trouvent
une quantité d' azote élevée, tandis que chez |les plantes abon-
damment arrosées, cette quantité était plutdét faible. QJuant aux
sucres solubles dans la feuille on n'en trouvait plus cans les
conditions de déficit hydrique, qu' a la capacité au champ ; au
nivosu de la tige, la quantité de sucre s'élevait avec la quan-
tité d' eau jusqu'd la capacité au chanp.

SIBAND (1974-77) trouve une baisse générale Ce€S &léments
m néraux dans les parties aériennes et l|les racines, sauf pour
le fer qui tend & s'accumuler lors de stress hydrique.

Pour expliquer la grande résistance a |a sécheresse du
ml, RATNASWAM (19601 évoque les caractéristiques anatom ques
de certains de ses organes : inportance de |'exoderne des re-
gions corticales des racines, |le sclerenchyme bien lignifié des
cel.ules entourant les tissus vasculaires de la stale. Au niveac
de la tige, de la gaine et du linbe de la feuille de ml, |"au-
teur indique qu on trouvait un grand nonbre de faisceaux vascu-
laires et que la gaine était étroitement collée & la tige, ce
qui est une caractéristigue que |’on retrouve chez d autres
herbes résistantes a |la sécheresse. L'épaisseur de |la vaste
assise de longues cellules silicatées, sur la face intérieurs
de la feuille, était aussi relativement inportante, et le ncnm-
bre de stomates, faible.




WAHAB (1972) attribue | a grande capacité d utilisation
de |'eau du Pennisetum oriental & la faible dinension ‘des sto-
mtes, aux caractéristiques du feuillage, & la géométrie des
feuilles et & son grand pouvoir photosynthétique.

FANOUS (1967) étudie la résistance a2 | a sécheresse de
cing variétés de ml d'origine écologique diverse. LES résu.-
tats qu'il a obtenus lui font dire qu'il est plus urgent et
plus inportant de faire des progrés dans |les études visant &
sél ectionner des variétés hatives plutdét qu' a obtenir des va-
ri étés physiol ogi quement resistantes a la sécheresse.

3 - ORIENTATION ET BUT DE L"ETUDE

Le nml, appelé aussi mi a chandelle Ou M| péniciliaire
ou petit ml, est une céreale de grande taille. C est une plan-
te d une grande inportance alinentaire dans la zone Socudaneo-
Sahel i enne, et prédésertique d Afrique [c'est la principale
culture vivriéere dans le Sahel). Mis sa faible productivité en
graines amene a lui préférer le sorgho chaque fois que le mi-
lieu le permet. Plus apprécié que le sorgho pour 1'zslimentaticn
humai ne, il est aussi utilisé pour fabriquer la biére familiale.
On retrouve aussi le ml come inportante plante alinmentaire
dans la péninsule indienne (11,5 nmillions d ha en Inde seule-
ment].

Mal gré son inportance, le ml est |'une des céréales
les noins étudiées. On trouve de tres rares publications agro-

nom ques de portée assez limtée quant a la connai ssance de
la plante elle-néne.

Son grand dével oppenent vegétatif a anmené les généti-
ciens & chercher a aneéliorer |"architecture de la plante.
Ajouté a ce probléne, il y a celui que pose la longuetir de
son cycle, conpte tenu des perturbations i ntervenues dans 1ies
saisons de pluies des régions ou cette plante est cultiveée.




Au niveau du Centre National de Recherche Agronomique
de BAMBEY [SENEGAL], un programme a été lancé depuis quelques

années en deux directions
« création d'un mil amélioré de structure traditionnelle,

- recherche de structures nouvelles, type céréalier avec rac-

courcissement du cycle,

la seconde prenant le pas sur la premiére.,

I1 faut cependant reconnaitre que les mils traditicn-
nels, en dépit de leurs inconvénients [longueur du cycle et
taille excessive] ont l'avantage d'&tre adaptes aux condisicns

du milieu [pauvreté du sol et faiblesse de la quantité d'eavl.

A cd6té donc de ces études de sélections, il nous gparait
important de développer des études physiologiques qui aide~
raient a mieux saisir les variétés. traditionnelles, et ainsi

a suivre la transmission des caractéres aux nouvelles variétés.

Nous avons, par le présent travail, essaye de faire
guelques investigations au niveau biochimique, notamment dans
un domaine fort Lmportant p o u r la compréhension co la physi u-

logie do la plante : 1'étude de l'activité de cuelques enzyncs.

Nous avons suivi chez le mil, l'activité de certainss

enzymes dans des conditions hydriques normales et déficitaires.

Nous sommes conscients des limites de notre travail,
mais nous avons tenu a apporter notre modeste contribution 4
la grande tache que constitue la compréhension des problemes
de résistance a la sécheresse des plantes en général, du mi:l

en particulier.
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Pour terminer, nous signalons que dans certaines de
nos expériences, nous avons aussi travaillé d'une part sur
deux variétés de sorgho, compte tenu des caractéristiques
de résistance a la sécheresse reconnues au sorgho, et
d'autre part sur l'arachide vu la place importante qu’elle
occupe dans notre cadre futur de travail.
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| -1 « MATERIEL VEGETAL

Notre matériel végétal est fondamentalement constitué

par deux variétés de ml":
= Le SYNTHETIQUE 1-5-G.A.M.

Pour élargir |la conparaison nous avons aussi travailld
Sur deux vari étés de sorgho
- le NK 120
- et le NK 108,

et sur une variété d' arachide : la 59-127.

Quel ques caractéristiques de plantes utilisées

- le M2l SYNTHETI QUE 1-5-G.A.M. (Pennisetum ty phoides) -

Résulte d"une recombinaison (5&me génération) de 40 lignées Fyu

issues de 9 plantes F, du croi senent

= 1 472 x 1133 = (= nain Or = Tift 23 D,B) x [lignée
issue d"un cultivar traditionnel en provenance du Niger}

Taille naine = 1,60 m
Cycle : 75 jours [sem s-récolte] au Sénégal en hiver-
nage.

Les prossions de sélection quil a subies ni: comportoent pas go

strass hydriquc.

- lo MLl SOUNAy (Penniccetum ty phoides) : Pcpulation amdiiorde

& partir de cultivars locaux souna.

. " A e S SRR




Mils SOUNA

3

et SYNTHETIQUE
1-5 GAM
(syn)

| dge = 50jours |

Arachide 59-127

Sorghos NK108 etNK120

ra




Taille : 2 m
Cycle : 90 jours toujours au Séneégal.

Matériel ayant .une meilleure souplesse adaptative, notamment
vis-a-vis de la sécheresse.

I1 est considéri comme présentant des gqualités apparentes csz
résistance a l|la seécheresse.

- Le SORGHO NK 120 (Sorghum vulgare)
- Le SORGHO NK 108 (Sorghum vulgare)
- L' ARACHI DE 59-127 (Arachis hypogea)

. Port : erigé
Cycle : 120 jours (au Sénégal)

Parm les variétés cultivees, ou étudiées au Sénégal, la 59-127
est considérée comme ayant une forte résistance a |la sécheresse.

1.2 « TECHNIQUE DE CULTURE

Les cultures sont effectuées dans une serre chauffée,
ou la tenpérature noyenne annuelle est de 27°C le jour et 17°C
la nuit. L'éclairage est assuré perdant 16 h (6h - 22hl par
des lampes a sodium HL R G de 400 4 de puissance.

Les plantes se dével oppent dans des pots en plastique
contenant du TK S, [tourbe enrichie en élénents mnéraux: et
de la vermculite en quantité égale. Dans ces conditions, la
germ nation est obtenue en noyenne en 72 h =2t les plantes sont
di sponi bl es pour étude a partir du 40&me jour.

et ey w W VER mamin arame P T R R



CHAPI TRE II

s P At P oty O s P

METHODES D ETUDE




11-1 - PHOSPHATASE

lTa) Dosage quantitatif : La méthode utilisde ecst ceile
de LINHART K. ot WALTER K. un 1963 (revuce et corrigée en 10057,

PRINCIPE : Le Para nitrophényl phosphate (P.N.P.P.) est utilisé

J

comme substrat pour déterminer |'activité de |la phosphatase
(phosphomonoesterase). Apres un tenps d'incubation avec |'en-
zyne, le substrat est hydrolysé : il se libere du phosphate

i norgani que et du Paranitrophenyl (P.N.P.). La reéaction est

arrétée par une solution basique (NaoH ou tanpon basiquel qui
a égalenent |la propriété de donner avec |le P-Ntrophényl une
coloration jaune qui est évaluée au spectrophotonétre. L'acti-

vité de la phosphatase est directement proportionnelle a la
quantité de P.N.P. par unité de tenps.

No, No,,
/// /// E
Enzyme + eau + Poy,HNa
’->
AN
\\\ O oH
I
?:-P\ - oNa
oH

Réactifs wutilisés

- Tampon Tris-HC&, §,02 M, pH =: 7,2 contenant du man-
nitol g,5 Mou du Triton X100 a 0,15 %,

- Tanpon basique, pH : 11,7 contenant par litre
0,384 g de glycine
3,920 g de naCce
8,760 g de Na,Coj

s e —— WINRH e ———




. 5,00 g de NaOH

Tanpon acétate 0,1 MpH : 5,2
- Tampon Tris-HCR 0,1 M pH : 7,2
P-Ni t rophényl phosphate de sodium
Acide trichloroacétique (T.C.A.)

Dosage :
Le volunme d'incubation total de 2 m comprenc :
1 m de tanpon acétate 0,1 M, pH : 5,2 [ou
tampon Tris-HCR 0,17 M pH : 7,2)
0,5 mM de solution ce P.NP.P. (20 p nolesl
0,5 m d honogénat (enzyme)
La tenpérature d'incubation est fixée a 30°C, le tenps
variant suivant |'expérience en cours.

La réaction est arrétee par 2 m d'une solution d=
TCA a 10 %

Apres avoir agité et l|aissé reposer |les tubes pendant
5a 10 nmm, on effectue une filtraticn sur papier.

- 2 m sont ensuite prélevés du filtrat,

- 4 nm de tanpon basique sont ajoutés & ces 2 nl, et
la coloration jaune obtenue est évaluée au spectrophotom&tre
a x = 400 nm

I bl Dosage qualitatig: Electrophoréese ~ Methode tirés
du livre de H RAINER MAURER des éditions WALTER DE GRUYTER -
Berlin et New York (1571)

PRINCI PE : Sur des gels de Polyacrylanmide, un extrait de prc-
téineest ms & mgrer sous la force d un courant donné. Lors-
que le front de mgration synbolisé par du bleu de bromophérol
atteint la fin du parcours, 1'exparience est arrétée. Les zels
sortis de leur tube sont ms en incubation dans du tanmpon acé-
tate 0,1 MpH : 5,2 contenant de a et g naphtyl phosphata de




5k

otm L

sodium a 37°C. La révélation se fait par le O.Dianisidine (die

~

- - N PR O
blcu : Zn Cl,) dans du tampon Véronel @ 1'cbscuritc & 3770

Les distances de nmigration des bandes (de couleur vio-
lottca) sont évoluées on fonction de celle du bleu de bromophi-
nol .

Réactifs :

Tanpon acétate 0,7 M pH: 5,2
- Tampon Tris-HCZ 0.1 M pH © 7,2
- Acrylamide
N, N Mthylon bisacrylamde
N N, N, tétramethyl éthylene diamine (T.M.E.C.)
Di éthyl barbiturate de Na. (véronal)
Bl eu de bronophénol
Tanpon Tris-glycine pH: 7,2 (tanmpon de bac)
Persulfate d'amonium (NH,),S,0g

]

1

a et B naphtyl phosphate de sodium.

3

D.Dianisidine

Nous avons travaillé sur des gels a 10 % d' acryl am de.

11"2 = INVERTASE (B-fructo furanaosidase : EC 3.2 . 1261

PRINCIPE : La methode utilisée est celle de BERNFELD (1855).
Le saccharose est hydrolysé par 1'invertase et donne le fruc-
tose et |le glucose.

Dosage : Le volume d'incubation est de 2 m et conprend

- 1 m de Tanpon acétate 0,1 M pH : 4,8

g,5 mM de solution de saccharose a 2 %
-0,5mM S extrait enzymatiqgue

L'incubation se fait a 30°c et la réaction est bloquée
par 2 m de solution d acide diritrosalicylique [1 g d'acide
3-5 dinitrosalicylique dans 20 mM de NaGH @ 2 N, on y addi-
tionne 50 M d eau distillée, PuUis on ajoute 30 g de sel de

26
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Rochelle (tartrate de sodium et de potassium), et on compléte

le tout a 100 ml avec de I'eau distillée]. A p rllarrét cclsz
réaction, l'échantillonest chauffépendants mn dons un bain-
marie bLouillant. Apris refroidissement sous un filet d'eou, lo
| ecture esteffectuéeau spectrophozométre a A = 540 nm fen ce

qui nous concerne).

I1.3 - L"a ET 8 AMYLASES

La méme méthode de BERNFELD est utilisée. Ici le subs-

trat est de I'amidon a 2 %, le pH d’incubation de I'a amylase
est de 4,8, et celui de la B de 70 La |ongueur d'onde d’ob-

servation est de 640 nm

I11.4 - GLUCIDES SOLUBLES

La méthode est celle de DREYWOOE (1946 modifiée par
SCOTT (19531, citée pPar COLOWICK et KAPLAM (1857)dans "Methods

in Enzymology”, vol.III,page 84

A 1'homogénat, on additionne de |'alcool absoclue pour
obtenir wune concentration de 80 %. Cet ensemble est; agit8 dans
un bain-marie a 70°C pendant 30 m. Apres refroidissenent et
centrifugation, les glucides solubles sont dosés dans le sur-
nageant de la facon suivante

- A5 mM de solution d anthrone (2 g d'anthrone dans un litre
d'acide sul furique pur) on ajoute 2,5 m d extrait alcooligue
sous de la glace fondante. Les tuses sont agités et chauf+ss
pendant 10 mnau bain-nmarie bouillant. Ensuite on refroidit
brusquement en les plongeant dans de la glace fondante. La
|l ecture se fait auspectrc photonetre 3 A = 640 nm. La garnme
€talon est établie avec du glucose.

11.5 - L'AMIDON

l-a méthode de Mc CREACY et 21.(1950) modifiéeest uti-




lisée. Le culot précédent est lavé avec dz Il"alcool & 80 % ot
centrifugé. Le surnageant est'rsjeté ; |'opération est' répétée
jusqu<a ce que la réaction du surnageant & 1'anthrone soit
négative. Au culot définitif on ajoute 1,5 ml d"acide perchlo-
rique a 35 %, puis on agite dans un bain d"eau pendant 15 mr.
on centrifuge ensuite, et le surnageant est prélevé. On reccm-
mence 1'opération en ajoutant 1,5 ml d acide perchlorique ac
culot ; aprés hydrolyse pendant 15 mn, on rajoute |e surnageant
précédemment prélevé et on conpléte le tout &5 m par de 1'es.
distillée. Aprés centrifugation, 2.5 m du surnageant sont co-
sés a |'anthrone de 1a MBme nmAni ere que dans, le cas du dosage

des glucides solubles.

I1.6 -~ DOSAGE DES PROTEINES.

La méthode de LOWRY et 21.(1851) est employée. Pour
ameliorer 1l1a stabilité du composé B, |le citrate de sodium est
utilisé a 1la place du tartrate.

Réactif
- Solution A : 2 % de Nz2CO, dans NaOH 0,71 N
- Solution B : 0,5 % de CuSC,(5 H,0) dans du citrate
de Na a 0,1 %
= Solution C ; 1 m de B est mélangé avec 50 m de &
- Solution [ : réactif de FCLIN-CIOLCALTENS dilué avec
de l1"eau distillée Jjusqu'a acidité normale (1 NI.
Dosage : A un échantillon a doser (0,1 a 0,2 ml) on ajoute * 3
5 ml de C. L<ensemble €St |aissé restabiliser & la température

ambiante pendant 10 mn. Ensuite 0,1 a 0,5 ml de 0 est ajoute,
| e tout est |aissé se stabiliser pendant 30 mm a 2 h. Au terne
de ce tonps, la lecture de |la densité optique est effectulc ou
spectrophotomatre & A : 750 nm.

I1.7 - DOSAGE DE LA CHLOROPHYLLE

Nous avons utilisé la madthode de ARNON (1848), Eile
est basée sur le travail de MACKINEY Sur 1'absorption Oe la

et 2T Y



lumiére par une sclution acétonique (80 %) d'un extrait de

chlorophylle.

La formule C, = 20,2 Dog,s + 8,02 Dogg; donne la quan-

tité totale de chlorophylle a et b en mg par litre ou g par ml.

Dogg, « 1000
On peut aussi utiliser la formule C, = 34,5

gui donne directement la quantité de chlorophylle totale.

Dogys » Doggy et Dogs, indiquent les densités optiques

aux longueurs d'ondes respectives de 645, 663 et 652’ nm.

11.8 = EXTRACTION ET CENTRIFUGATION.

Ces deux opérations sont effectuées. dans une chambre
froide a 4°C.

L'extraction s’effectue avec un tissu végétal, du tem-
pon TRIS-HC 0,02 ou 0,1 M avec ou sans Mannitol &3 0,5 M {g. du
TRITON X 1001 et une pincée de sable de Fontainebleau.

Pour la tige, le 3eme entrenoeud & partir du lieu g'im-
plantation des racines est utilisé, pour la feuille celle de

rang 2 a partir du sommet constitue I'échantillon d'étude.

Apreés I'extraction 1'homogénat est filtré a travers des
couches de gaze et une partie peut Btre conservée pour le dosage
de l'activité enzymatique dans l'extrait brut, l'autre centri-
fugée donne un surnageant et un culot ot l'activité enzymatique

peut également étre mesurée.
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A-1 « INTRODUCTION

Nous avons, apres quelques recherches prélimnaires,
étudié les activités de la phosphatase, de |'invertase acice
et de |'a et B anylases dans des échantillons de feuilles et
tiges de plantes en conditions hydriques nornmales et défici-
taires [par suspension d arrosage cu par traitement au P.E G
600 ).

En ce qui concerne la feuille, nous avons travaille
sur celle de rang deux a partir du sonmet de la plante
pour la tige, c'est le troisiéne entre-noeud & partir du lieu

d'implantaution dos racines, qui constitue 1'é&chantillon d'détude.

Pour |e dosage quantitatif de l|a phosphatase dans 1la
feuille, 0,5 g de tissu est extrait avec 25 nl de tanpon TRIS-
Hecl, 0,02 M PH: 7,2 contenant du mannitol & 0,5 M Apros
extraction et filtration 5 m sont conservés pour |e dosage
dans |'extrait brut, les 20 m sont centrifugés a 31 590 g
pendant 10 minutes et donnent un surnageant et un culot, ce
dernier sera repris par 2.0 ml de tanpon TRIS-Hcl sans manni-
tol. L'activité enzymatique sera dosée dans, ces deux frac-
tions.

Pour |'invertase acide et les anylases, 0,5 g de tissu
foliaire est extrait avec 20 m de tampon TRIS-Hcl 0,02 #,
pH : 7,2 contenant du mannitol O, 5 M Ce ce volune, 10 m
sercnt conservés pour le dosage dans |'extrait brut, |e5 10




altres vont étre centrifugés a 31 890 g pendant 10 minutes,

et I'activité enzymatique va étre dosée dans le surnageant.

Au niveau de la tige le méme protocole que celui pour
I'invertase et les amylases est employé pour doser les mémes
enzymes et la phosphatase acide, et au lieu de (0,5 g de tissu

végétal, c'est 1 g qui est utilisé.

A.2 = LA PHOSPHATASE

A.2.1 = Etude de I"activité de [la phosphatase en fonc-

tion du pH.

Nous avons étudié dans des surnageants d’extraits
foliaires des deux variétés de mil, l'activité de la phosphea-
tase sur une gamme de pH allant de 4 a 7,8 (voir figure 1.)
Les résultats obtenus montrent que chez les mils étudiés,
une importante partie de la phosphatase est constitu&e par
la phosphatase acide et que la zone de pH comprise entre 4,8
et 5,6,est celle ou elle s‘exprime le mieux, particuliere-
ment au pH : 5,2. Il existe néanmoins une phosphatase alca-
line. Le mil SYNTHETIQUE I-5 GAN a une phosphatase acide
plus active que 1le mil SOUNAg ; le rapport s’'inverse a par-
tir du pH 7,4 et le SOUNA3 montre une activité de la phos-

phatase alcaline qui commence & dominer celle du SYNTHETIQUE.

Nous avons dosé la phosphatase acide au pH : 5,2 et

l'alcaline a 7,2.

A.2.2. « Phosphatase acide (EC 3.1.3.2)

A.2.2.7. ~ DOSAGE QUANTITATIF.

A.2.2.1.1. « Le Km des phosphatases acides non
spécifiques des mils hydrolysant le P-Nitrophenyl phosphats,

a &té étudié dans le surnageant d'extraits foliaires de ces
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plantes [figure 2, 3 et 43. Nos résultats indiquent qu'a
30°C et au pH : 5,2, les kmdes nmls SOUNA5 et SYNTHETI QUE
1-5 GAM sont respectivenent 0,25 et 0,32 umole de P.NP.,

ce qui senble nmontrer dans |'ensenble des proportions ¢giffé-

rentes des différentes enzynes

(voir étude électrophorétigue)

A.2.2.1.2. - Traditement au TRITON X 700.

Pour simuler |'action de |a sécheresse et entralner

une destruction de |'organisat
fait agir sur des extraits fol
GAM un détergeant : le Triton
0,1, 0,15et 0,2 % Sur d autr
plante, nous avons proteége |es
du Mannitol a 0, 5 M et dans

ion cellulaire, nous avons
iaires du ml SYNTHETIQUE -5
X 100 aux concentrations de
es échantillons de la néne
structures cellulaires avec
d' autres encore nous avons

seulement utilisé le tanmpon d'extraction (sans manni'col ni
triton). Les résultats (en pmoles de P.N. P. par mgde pro-

téine et par heure) sont :

- Traitenment avec nmannitol

2,687 pour le surnageant et

2,7 pour le culot [soit respectivenment 45,72 et 50,28 %)

« Traitenment sans mannitol ni

triton : 5,0 pour |le surna-

geant et 1,2 pour le culot (soit respectivenent 80,65 et

19,35 %).
- Traitement TRITON X 100 a

0,1% : 5,02 pour le surna-

geant et 1,10 pour le culot [soit 82.03 et 17,87 % respecti -

vementl.

« Traitement TRITON X 100 a

0,15 %: 5,76 pour |le surna-

geant et 1,02 pour le culot (soit respectivenment 84,87 % et

15,13 %).
- Traitement TRITON X 100 a

0,2 % . 4,23 pour le surna-

geant et 1,80pour le culot (soit respectivenent 70,15 et

29,85 %).

Ces résultats nontrent
inmportante partie de |'activit

que le Triton solubilise une
¢ de la phosphatase acide, et

i
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gu'il semble activer Il'enzyme surtout dans le surnageant.
La solubilisation est plus importante a la concentration
0,%5% qua celle & 01 % ,; cependant la concentration 0,2 %

déprime l'activité enzymatique dans le surnageant.

Cette augmentation de la solubilisation de I'enzyme
avec la concentration du détergent , suivie d'une baisse a
une concentration donnée peut étre comparée a l'action de
la sécheresse. Nous avons vu, en effet, que la sécheresse
augmentait I'activité soluble des enzymes hydrolytiques *jus-
gu'a un certain seuil du déficit hydrique, et qu’ensuite il
y avait une baisse d’activité des enzymes lorsque le manque

d'eau était tréds important (révision de TCDD, 19721

Les résultats montront également que le manque ce
protection des structures cellulaires lors de I’extraction
(sans mannitol) augmentait la solubilisation de l'activité
de la phosphatase acide (80,85 % de l'activité totale se
retrouve en effet dans le surnageant). Il y a par contre
une assez bonne protection de ces structures avec la manni-
tol a 0, 5 M (seulement 49,72 % de l'activité totale se
trouve dans le surnageant], et une assez importante activité

enzymatique reste dans le culot.

En conclusion, on voit que le triton désorganise la
cellule entrafnant ainsi une décompartimentation, ce qui a
pour effet d‘augmenter l'activité de la phosphatase acide
dans la fraction cellulaire soluble. A partir d'une concen-
tration importante du détergent , 1l’activité enzymatique
est déprimée. Ces effets sont tout a fait comparables a ceux

de la sécheresse.

A 2.2.7.3. - Activité enzymatique € N  foncition
de La quantizé d'homogénat (enzyne)

Pour cette étude, nous avons travaillé dans des sur-
nageants d’extraits foliaires des mils SOUNAg et SYNTHETIQUE
1-5-GAM.
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Les quantités d"homogénat utilisées sont 0,1, 0,2,
0,3, 0,4 et 0,5 ml, les volumes sont complétés & (0,5 ml par
de I"eau distillée. Le temps d"incubation a duré 20 minutes.
Les résultats (figure 51 nontrent que pour le SOUNA5, 1'ac-
tivité enzymatique est proportionnelle a la quantité d'homo-
génat jusqua 0,5 ml, tandis, que pour le SYNTHETIQUE, cela

n"est valable que jusqua 0,4 ml.

Conpte tenu du fait que les concentrations utilisées
autres que 0,5 ml d"homogénat demandaient des manipulations
suppl énmentai res (donc source d' erreurs) nous, avons choi si
de travailler avec 0,5 ml d-homogénat et de réduire le temps

d"incubation.

A.2.2.1.4. =~ Activité enzymatique e n fonction
du Ztemps d’incubation

Nous avons choisi les mémes échantillons pour cette
étude que ceux pour |'expérience précédente. La quantité
d"homogénat est de 0,5 ml et 1les temps d"incubation sont de
5 10, 15, 20, 30 et 40 mn. Les résultats [figure 61 indi-
quent que I"activité enzymatique est proportionnelle au
tenps d'incubation jusqu'a L'O mm pour le SOUNA5 et seule-
ment jusqu"a 15 mn pour le SYNTHETIQUE.

Tenant compte des augmentations d"activité enzymati-
que probables, du désir de conparer ces deux variétés et de
celui de travailler dans |la zone de |la courbe ou |"activité
enzymatique était proportionnelle au temps, d"incubation, nous
avons choisi de travailler avec 10 mn d"incubation (et 0,5ml

d"homogénatl.

A.2.2.7.5. « Activité de Za phab phatab ¢ acide. dans
Les differents organes d e La planZe

A partir d échantillons (1 gl de feuille, de tige et
de racine prélevés SUTr une méme plante de mil SYNTHETIQUE
1-5-GAM [de 80 jours), nous avons, apres extraction et cen-

i o B e e B T .
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trifugation, étudié dans le surnageant l'activité de la

phosphatase acide dans ces différents organes. Les résultats

obtenus en y moles de P.N.P. par mg de protéine et par heure

sont :
« feuille =22
~tige = 19
" racine = 5,186
Ainsi , chez le mil, l'activité de la phosphatase acide est

plus élevée dans la feuille que dans la tige, qui elle-mé&me
en contient plus que la racine. Ces résultats confirment
ceux obtenus par YIN (1945) qui trouvait chez des plantes
adultes, des rapports analogues entre les différents organes

en ce qui concerne l'activité de Il'enzyme (phosphatase acide).

A.2.2.7.6. =~ Variation de L'activité de {La phos-
phatase acide a v e ¢ La sécheresse (par suspension d'arncsage)

[

I - LA FEUILLE

Nous avons, pour cette étude, travaillé sur des échan-
tillons prélevés chez des mils SOUNAg et SYNTHETIQUE 1-5-(AN
et les Sorghos NK 120 et NK108. Nous avons mesuré 1l'acti-
vité enzymatique dans l'extrait brut, le surnageant et le

culot chez des plantes traitées a la sécheresse et chez des

témoins arrosés normalement.

a) - Examinons d'abord les résultats, lorsque Il'activité

enzymatique est exprimée en fonction de la quantité

de protéines : Tableau la.

L’'obtention d’'une activité enzymatique dans le sur-
nageant et le culot montre que, non seulement il y a une
activité de la phosphatase soluble, mais qu’'il existe égale-
ment une activité de I'enzyme liée aux structures cellulai-

res sédimentables. Cette activité est méme assez élevée,




- TABLEAU 1 a =

[#
L

Evol ution de |"activité de |a phosphatase acide (én u noles de P.N P.
par ng de protéine par heure) dans la feuille des milg SOUNAg
et SYNTHETI QUE et SORGHOS NK 120 et NK 108 soumi s a

la sécheresse.
:1":================.==========="'—"— R R e R RS E NN RRLFI SR SRR SES S II{
i |
| . 1oy ii
I SECHERESSE . ACTIMITE DE L'ENZYME !
i % d'eau dans I
i PLANTE en nonbre g I
. - i
ﬁ de jours brut | surnageant culot |
za ""
i TémolNn '}1{
t 0 540,42 0,80 1,96 L2
i
1l
il
. MIL 6 311,79 0,88 0,88 1,92 |
il
ﬁ
i
| SOUNA, 9 261,58 0,99 0,77 L3
i
12 65,40 1,63 1,29 0,45
: 4
f Témoin i
i 0 582,69 1,25 1,70 1,32 W
i
1}
i MIL [
1]
! 6 306,50 1,51 1,31 1,2 %
|
| SYNTHETIQUE :
i i
i 9 252,83 1,56 2,03 2,7
I 1-5~GAM '
I T
i L
i 12 191,83 3,34 1,96 0,34 i
1]
Il
! Temin i:
i 372,85 7,04 10,36 4,8 1
1]
h SORGHO :
1] i
| 6 209,38 8,24 10,12 5,21
] M
it NK 120 ;
ﬁ 9 142,72 11,82 15,64 6,79 |
1]
ir Témoi n i
i 0 302,38 6,72 7,95 4,22
Il ‘
I SORGHO !
| ;
i 6 208,68 6,75 7,90 4,21
i i
N NK 108 ;
It}
I 9 157,25 10,96 14,47 5,82 |
il y
H::ﬂzz=========================.=:. L'=========== :::—ﬂg“ﬁ -1 et ot b e o “
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surtout par rapport & la quantité de protéines contenues
dans cette fraction. Ces résultats vont dans le sens de
ceux déja obtenus sur dTautres plantes par YIN (1945)
PUJARNISCLE 11966, 68 et 691, RAGETLI et al (1966), VIEIRA
DA SILVA (1370) et VIEIRA DA SILVA (1976). Nous reviendrons
sur ces problémes de localisation de I1"enzyme dans le para-
graphe : Distribution (localisationl de Il'activité enzyma-

tigue dans différentes fractions cellulaires.

Les résultats montrent aussi chez les témoins, que
les sorghos (NK 120 surtout] ont une activité phosphatasiqgue
plus élevée que les mils et que chez ces derniers le SYNTHE-
TIQUE montre une activité de l1enzyme plus élevée que le

SOUNA4. !

Au point de vue présentation des plantes, le SOUNAgj
surtout, et le sorgho NK 120 sont-de grande taille et ont
une grande envergure, le mil SYNTHETIQUE a une taille rédui-
te ainsi que le sorgho NK 108 qui, en plus de sa petite

taille, a wune tige et des feuilles minces.

Dans les conditions d“"un métabolisme normal, une acti-
vité élevée de la phosphatase acide est décrite comme étant
bénéfique a la plante et est signe d"une vitalité métabo-
lique. Ainsi YIN (1845) travaillant sur des Lamium et des
Iris, trouve une activité de la phosphatase élevée cans les
tissus méristématiques, dans les éléments du phloéme et les
cellules c¢hlorophyliennes. Au niveau des racines, lTactivité
élevée se trouvait dans 1les zones de différenciations pri-
maires et dans le procambium. Dans les cellules du cortex,
I"activité phosphatasique était faible..Chez les racines
agées IlT"activité enzymatique ¢était généralement faible, bien

qu'elle reste élevée dans le phloéme.

Ces résultats sont interprétés par l'auteur comme une

corrélation entre [l'activité phosphatasique et la capacité
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d' accunul ation et de nobilisation des glucides, ainsi un
gradient de concentration de glucides ,est maintenu dans |es
tubes' criblés.

Toujours en rapport avec la nobilisation des sucres,
SHEI LA et al. (1953), travaillant sur des racines excisées de
tomate, pensent que |'activité phosphatasique doit étre éle-
vée non seulenent dans |le phloéne, nais aussi dans |le cortex

a travers lequel se fait le transport des glucides du milieu
de culture vers les tissus. Leurs reésultats confirnent effec-
tivement | eur hypot hése car ils ont obtenu une inportante
activité phosphatasique dans |les cellules corticales des
raci nes excisées de tomate. Cette activité était intinmenment
liée a des'grains d'amdon.

De son coté, KLIRSANOV (1983), sur la feuille, propose
un modéle de transfert du saccharose, des chloroplastes vers
le phloeme sous-tendu 'par |'intervention d'une phosphatase
au niveau des menbranes chl oropl asti ques.

Une activité phosphatasique é€levée, |iée a des zones
ou existe une forte activité netabolique, est également rap-
portée par des auteurs tels que WLSON et al 119491, VAN DEN
BORN (1963) et FOSKET et al. (1966) qui ontnontré que |'ac-
tivité de |la phosphatase acide était étroitement associée aux

tissus dans lesquels se déroul ait une division cellulaire
acve ou une différenciation. Cependant cette activité était

faible dans les tissus nirs, ou |'activité métabolique était
réduite.

De |eur co6té, ONOFOGHARA et KOROMA (18743} travaill ant
SUr des cucurbitacées, ont mis en évi dence une activité de

la phosphatase acide élevée dans les tissus ou s'effectuent

les prem éres étapes de la Croi ssance des plantes.
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Les résultats obtenus par PUJARNISCLE (1989) sur les
Iwtoides du latex d’'Hévéa brasilensis, ou il découvre’'une
activité phosphatasique tres élevée, lui font conclure au
r6le important de cette enzyme (en tant que libératrice
d'énergie) pour la cellule laticifére dont la biogénese né-

cessite beaucoup d'énergie.

Ainsi donc, en conditions normales, une activité phos-

phatasique élevée semble plutét étre bénéfiqgue pour la plante.

Nos résultats montrent également que, les activités de
la phosphatase acide dans le surnageant et le culot peuvent
étre élevées par rapport a celle dens l'extrait brut, et gue
la relation’ : activité dans |Il'extrait brut = activité dans
le surnageant + celle dans le culot n’est pas vérifiée. Ceci
fait intervenir des problémes d’'hinibition, d’'activation et
d'interaction qui sont toujours présents dans des systéemes si

complexes.

Par rapport a la sécheresse il y a une augmentation
d'activité de la phosphatase dans tous les extraits bruts.
Cette augmentation est plus importante chez les sorghos que

chez les mils, ou le SYNTHETIQUE présente une augmentation

plus importante que le SOUNAg.

- Dans le surnageant il y a une baisse d’'activité dans les
premiers jours de sécheresse (Béme jour), suivie d'une aug-
mentation d’'activité de I'enzyme avec la sécheresse. Chez

| e SOUNAg, cette baisse se maintient jusqu'au Séme jour de
sécheresse. Cette baisse d’'activité est, dans tous les cas,

plus importante chez les mils que chez les sorghos.

- Dans le culot, l'augmentation d'activité avec la sécheresse

est réguliére chez le sorgho NK 120 ; chez le NK 108, il sem-

ble y avoir une stabilisation suivie d'une augmentation d'ac-
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tivité. Chez le mil SOUNAg, il y a wune augmentation d acti-
vité de la phosphatase dans le culot en début de trai{:ement,
en Tfin de traitement il y a une baisse d activité (412&me
Jourl). Chez 1le mil SYNTHETIQUE, il y a une Ilégére baisse en
début de traitement, suivie d"une augmentation, et en Ffin de
traitement il y a également une baisse d’'activité (12é&me

Jour)..

Par rapport a la sécheresse, les mils résistent mieux
gue les sorghos et le SE]UN,‘\3 semble mieux adapté que le SYN-
THETIQUE. Le mil SOUNAS et le sorgho NK 120, par leur impor-
tante partie aérienne, perdent certainement beaucoup dT"eau
par évapo-transpiraetion, ce qui peut ne pas étre le cas chez
le SYNTHETIQUE et 1le sorgho NK 108. Mois la mil SDUN/\E sup -
purto wusooez bien la mangue d’'eau comme nouy ITavons 1ndlqué

au début de ce travail.

La variation de [l'activité de la phosphatase dans 1 ex-
trait brut peut étre retenue comme é&tant conforme au compor-
tement des plantes vis-a-vis de la sécheresse : augmentation
plus importante chez 1les sorghosque chez les mils, ou 1l'sug-
mentation est plus grande chez 1le SYNTHETIQUE que chez le
SQUNA5. Dans nos conditions de culture le SOUNA3 résiste
mieux au manque d"eau que le SYNTHETIQUE.

Pour mieux comprendre ce qui se passe dans le surna-
geant et 1le culot, nous allons Tfaire : activité dans le sur-
nageant + activité dans 1le culot = 100 % d"activité [acti-
vité totale) et les quantités de protéines dans le surnageant
plus celles dans 1le culot = quantité totale des protéines
(100 %). Les figures 7a et 7b rendent. compte des évolutions
des activités enzymatiques avec la sécheresse dans les dif-

férentes fractions.

En abscisse-s,il est porté le pourcentage de la quan-

tité de protéines dans chaque fraction (chiffre a la base
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des rectanglesl ; en ordonnéesl'activité relative dans la
fraction (= pourcentage d'activité enzymatique sur pourcen-
tage de la quantité de protéines dans 1a fraction). La sur-
face du rectangle (chiffres au-dessus des rectanglesl donne
| e pourcentage d'activité dans la fraction.'

~ Chez les sorghos on note une solubilisation des
protéines au fur et a nesure que |la sécheresse se dével oppe,
surtout chez le NK 120. L'activité de la phosphatase devient
égal enent de plus en plus inportante dans |a phase soluble
au détrinment du culot. En fin de traitenent,, la solubilisa-
tion est plus inportante chez le NK 120 que chez le NK 108
ou la perte de protéines solubles par le culot est noins
i nportante que chez le NK 120. La solubilisation de |"'acti-
vité de |'enzyne est donc assez liée a celle de la guantité
de protéines.

- Chez les nmils, le probléne est noins simple. La
solubilisation de |'activité de |a phosphatase avec |la sé-
cheresse est plus inportante chez |e SYNTHETI QJE que chez
le SOUNAS. Chez |le SOUNA3, en effet., il y a baisse de la
solubilisation de |'activité de |la phosphatase au 6ene |jour
(S,) et au Séme jour (Sp); une treées |égere augmentation de
| "activité soluble nT"intervient qu"en fin de traitenent 122
jour (S3). Chez le SYNTHETIQUE, I|a baisse de solubilisation
intervient plus tardivenent au S&me jour, et au 12&me jour
(85) il y a une inportante solubilisation de 1’activité de
l'gnzyme.

- En ce qui concerne la quantité de protéines dans
les fractions, il y a au 6&ame jour, chez le SYNTHETIQUE, une
inportante solubilisation, mais aux Séme et 12&me jours, la
quantité de protéines augnente dans le culot. Cette augnen-
tation de la quantité de protéines dans le culot peut étre
interprétée conmme une possible réaction de la cellule a la
desorgani sation, notamrent sous l|la forme d'une nouvelle syn-
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these de protéines. Au Séme jour, l'augmentation de la quan-
tité de protéines dans le culot est accompagnée d’'une ‘impor-
tante activité enzymatique. Ceci peut correspondre a une
activation particuliéere de I'’enzyme [la quantité d'enzyme
restant la mBme), ou a une augmentation de la protéine enzy-
matiqgue, ou aux deux phénomenes a la fois. Au 12é&me jour,
bien qu’'il y ait eu une augmentation de la quantité de pro-
téines dans le culot, Il'activité de Il'enzyme baisse, ce qui
peut s'expliquer par une perte d'activité de l'enzyme (déna-
turation ?J). Au 12&me jour, malgré la baisse relative en
pourcentage de la quantité de protéines dans le surnageant,
["activité de I'enzyme y est trés importante, ce qui corres-

pondrait a une activation importante de I|'enzyme.

= Chez le SOUNAS, apres une baisse de la quantité de
protéines au Game jour (Sq)dans le ‘culot, il 'y a une augmen-
tation au 89éme et au 12éme jour (surtout au 9eme). Au GBeéme
jour de sécheresse, malgré une baisse de la quantité de pro-
téines dans le culot, l'activité de l'enzyme y reste treés
importante, ce qui suppose une appréciable activation de
1'enzyme. Au 8éme jour, on observe chez le SOUNAg le méme
phénoméne (dans le culot.1 décrit chez le SYNTHETIQUE, c¢'est~
a-dire une augmentation relative des protéines, suivie d'une
augmentation de l'activité enzymatique assez importanto. Au
12éme jour, on observe aussi le méme phénoméne que celui
dans le culot du SYNTHETIQUE, c’'est-a-dire une baisse d'ac-
tivité de I'enzyme malgré l'augmentation’'relative de la guan=*
tité de protéines par rapport au Eéme jour. Dans le surna-
geant, au 12éme jour il y a une légere augmentation de la
guantité de protéines par rapport au Seme jour, suivie d'une

augmentation de l'activité enzymatique.

Cette baisse de la quantité de protéines dans le culot
en début de traitement sécheresse, suivie d'une augmentation
ultérieure de ces protéines dans le méme culot peut étre vue

comme une adaptation de la plante (mil)] aux conditions nou-
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velles. Ainsi, on peut comprendre ces phénom&nes comme étant
les doux phases de STOKER (19611. Une premidre phasc : la
réaction ou l'on voit so manifester 1'influence néfantes du
déficit hydrique sur la structure plasmatique, l'autre : la

restitution pendant Jlaquelle 1la dite structure est rétablie
et stabilisése. Le processus enzymatique, allant en général
dans le sens oxydation =~ hydrolyse dans la premiére phase,et

dans celui réduction-synthése dans la seconde.

Chez les sorghos, nous n"avons pas obtenu, dans cette
expérliaence, ce phbnombne ot la porte des protéines par le
culot s"est faite régulidrement avec la sécheresse au profit

du surnageant.

Une augmentation de I activité totale de Ila phospha-
tase acide avec la sécheresse et une augmentation importante
da sa solubilisation chez les espéces Vvégétales sensibles &
la sécheresse ont été rapportées par plusieurs travaux. GATE
(1857) disait que le métabolisme du phosphate faisait partie
des premiers processus physiologiques atteints lors de la

deshydratation de la plante.

Ainsi NIR et al. (1866) sur Beta vufgardis, obtiennent
une augmentation d'activité de la’ phosphatase avec la géche-

resse.

De son coOté, TAKAOKI (19681 sur Vigna sinensis obtient
lui aussi, une augmentation d*activité de la phosphatase

acide avec la sécheresse.

Sur diverses variétés de cotonniers, VIEIRA DA SILVA
(1968, 1970 et 19761 note une augmentation d’activité phos-
phatasique avec la sécheresse, la solubilisation de Il acti-
vité de I1"enzyme étant plus importante chez les espéces sen-

sibles a la sécheresse que chez <celles qui sont résistantes.
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Par ailleurs, ADJAHOSSOU (1877} trouve sur le palmier
a huile une augmentation de l'activité de la phosphatase

acide avec la sécheresse.

Il faut cependant noter gque TODD et YO0 119641, sur le
blé, avaient obtenu une baisse d’'activité de Il'enzyme avec
la sécheresse, Mais, de l'avis de TODD méme, (révision de
TODD, 19723 les enzymes hydrolytiques en général se stabili-
sent o0ouU augmentent d’activité avec la sécheresse, et la dimi-
nution d'activité n’'intervient que dans des conditions de

déficit hydriqgue extréme.

L'augmentation d'activité -de la phosphatase dans I|'ex-
trait brut lors du déficit hydrique confirme les résultats
des auteurs que nous avons cités {NIR et al, 1966 : TAKAOKI,
1968 ; VIEIRA DA SILVA, 1968, 70, 76 ; ADJAHOSSOU, 19771.
Cette augmentation d’activité de la phosphatase plus impor-
tante chez les sorghos que chez les mils, et celle chez le
SYNTHETIQUE plus importante que celle chez le SOUNAS, vont
dans le sens des résultats obtenus par VIEIRA DA SILVA 11968,
70 et 761 chez le cotonnier. Chez différentes especes de co-
tonniers, l'auteur obtient une augmentation d’activité de
I'enzyme plus importante chez les variétés sensibles a la sé-
cheresse que chez celles qui sont-résistantes. La solubilisa-
tion de |I'activité de l'enzyme plus importante d'une part
chez les sorghos que chez les mils, chez le SYNTHETIQUE que
chez le SOUNAS d'autre part, est également conforme aux ré-
sultats obtenus par le méme auteur sur le cotonnier. En effet,
I"'auteur obtient une solubilisation plus importante de Il'acti-
vité de I'enzyme avec le déficit hydrique chez les espéces
de cotonniers sensibles 3 la sécheresse,. que chez celles ré-

sistantes.

Une augmentation d'activité des hydrolases en général,
et de la phosphatase acide en particulier, peut avoir des

effets nuisibles pour la plante.




SO

L"augmentation d"activité de ribonucléase avec le dé-
ficit hydrique entraTne une baisse de la quantité de matiére
séche chez la feuille de cotonnier (VIEIRA DA SILVA, 1868a)
La quantité d'ARN totale également diminue, et cette perte
se fait surtout au niveau desA.R.N. chloropiastiques [MARIN
et VIEIRA DA SILVA, 19721.

Les protéases, dont l'activité a été décrite comme
augmentant avec le déficit hydrique ISISAKYAN et al, 1938
et KAWASHIMA et al, 1967, 19B8) peuvent avoir des actions
néfastes dans la cellule : destruction des protéines (donc

des enzymes) et destabilisation des membranes, etc...

Les lipases, de leur co6té, dont également I"activité
augmente avec le déficit hydrique (VIEIRA DA SILVA et al,
1974, et VIEIRA DE SILVA, 19761 peuvent attaquer les systemes
membranaires des organites cellulaires. Le Tfait qu-elles
augmentent également la quantité d"acides organiques est
aussi préjudiciable au métabolisme de la cellule. En effet,
CONSTANTOPOULOS et KENYON (13968} ont montre une corrélation
négative entre la vitesse de la réaction de HILL et la quan-
tité dT"acides organiques insaturés. D’autres auteurs ont rap-
porte que les réactions photochimiques étaient déprimées en
présence d"acides organiques libres (KROGMANN et JAGENOORF,
1959 ; NIR et al. ,1887 ; BOYER et BOWEN, 1970 ; FRY, 1970 ;
BUTLER et OKAYAMA, 1871).

Ces deux actions, 1"une directe (sur Jles membranes
notamment), l'autre indirecte (par l'intervention des acides
organiques ), donnent & I action des lipases un rf6le important

dans les effets néfastes du manque d"eau. sur la plante.

L"augmentation d activité de la phosphatase acide,
mis & part qu'elle entraine une libération importante d’'é&ner-
gie par la rupture des liaisons de haute énergie ~ P, peut

avoir des incidences directes sur le métabolisme de la plante

e b s sl Ao et A DYRR.
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par le phosphate inorganique qu®elle lib&re. Ainsi, VIEIRA
DA SILVA (1970) pense que la solubilisation de phosphatase
acide serait responsable de la diminution de la photosynthese

en conditions de sécheresse.

L*inhibition de 1l'absorption du CO3 par le phosphate
inorganique dans des chloroplastes isolés a été obtenue par

CHAMPIGNY et MIGINIAC-MASLOW (1971).

Chez Gossypium anomafum, une espéce de cotonnier résis-
tant a la sécheresse, lTaugmentation réversible du point de
compensation du CO, par le phosphate inorganique, habituelle-
ment décrite chez les plantes sensibles a la sécheresse, n'a
pas @&té obtenue chez cette espéce (VIEIRA DA SILVA, 18978}. En
effet, chez cette derniéere, la solubilisation de I activité

de l1"enzyme est trés faible avec la sécheresse.

L"augmentation de I"activité de la phosphatase pendant
le déficit hydrique semble donc étre nuisible aux plantes
dans ces conditions, ce qui est également le cas de certaines
hydrolases comme la ribonucléase, les protéases et les lipa-

S€es.

b) Examinons maintenant ce qui se produit lorsque l'activité

enzymatique est exprimée en fonction de la matiére seéche

[Tableau Ib]).

- Chez le SOUNAg il y a une diminution de [ITactivité
enzymatique chez la plante soumise a la sécheresse par rap-
port au témoin dans tous les échantillons; sauf dans 1le culot

du 9&me jour ol il y a wune augmentation d"activité.

- Chez le SYNTHETIQUE, il y a également une diminution
de 1'activité enzymatique avec la sécheresse dans le surna-
geant et le culot, dans I'extrait brut il y a une augmenta-

tion de celle-ci (par rapport au témoin) au 412&me jour de

sécheresse.
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- TABLEAU I b -

Evolution de [I'activité de la phosphatase acide ( u moles de P.N.P.
par mg de matiére séche par heure) dans la feuille de mils
SOUNA3 et SYNTHETIQUE ]-5-GAM et des SORGHOS NK 120
et NK 108 soumis a la sécheresse.

Il:.--n--n------nnz:-u============-======================:m======a=======.—_:====="
il

i

|| ’ 7y - oy Al [ BV, Al

” SECHERESSE ' ACTIVITE DE L'ENZYME

, % d'eau dans

| PLANTE en nombre | —7 o '

" . L] .

I de jours brut | surnageant | culot

|

i Témoin

| 0 540,42 0,27 0,22 0,035

[}

55 ,
i MIL 6 311,79 0,21 0,15 0,025

i |
i ‘

i SOUNA, 9 261,58 0,19 0,16 0,13

i

| '-
I 12 165,40 0,18 0,16 0,024 !
1 B
;{ Témoin

i 0 582,69 0,40 0,37 0,14

1

]

i MIL

i 6 306,50 0,34 0,28 0,067

il

! SYNTHETIQUE

|

f 9 252,83 0,31 0,25 0,10

| 1-5~GAM '

|

|

I" 12 191,83 0,45 0,25 0,017
{

i Témoin .

! 0 372,85 1,82 1,45 0,22

i

i SORGHO} -

1] :

ii 6 209,38 1,46 1,25 0,18

! NK 120

1]

ig 9 142,72 1,47 1,28 0,09

it

i Témoin

ﬁ 0 302,38 1,60 1,21 0,21

i SORGHO

il

EE : 6 208,68 1,66 1,25 0,21

h NK 108

"

E; 9 157,25 2,11 1,48 0,13

]
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=« Chez 1le sorgho NK 120, 1l'activité enzymatique chez
les plantes traitées reste inférieure & celle chez le témoin

dans tous les échantillons.

~ Chez 1le sorgho NK 108, il y a une augmentation de
I'activité enzymatique avec la sécheresse dans Il'extrait brut
et 18 surnageant, dans le culot aprés une stabilisation au

Beme jour, l'activité diminue au Séme jour de sécheresse.

= Chez les nmils, aprés une importante diminution de
I'activité enzymatique au 6éeme jour dans les surnageants, il

y a une tendance & une stabilisation.

L*observation du rapport teneur en protéines/matiére
séche (tableau 111 montre que la valeur de celui-ci diminue
avec le déficit hydrique chez les mils et le sorgho NK 120.
Il y aurait donc une destruction des protéines avec la séche-
resse. Chez 1le sorgho NK 108, la valeur de ce rapport croit
au b6eéeme jour et décroit au Seme jour de sécheresse. L"augmen-
tation de l"activité enzymatique chez cette plante (sorgho
NK 1081 peut s’expliquer par 1 augmentation de [la protéine
enzymatique dans un premier temps (8éme jour de sécheresse)
qui peut étre accompagnée d"une activation de [I"enzyme, éven-
tuellement. Au 8éme jour, cette augmentation (dans 1 ‘extrait
brut et le surnageant) malgré la diminution relative des pro-
téines, peut s’expliquer par une activation importante de
I"enzyme ; on peut aussi penser que la diminution relative
des protéines ne touche pas la protéine enzymatique, les deux
phénoménes peuvent également intervenir en, méme  temps. Chez
les mils et le sorgho NK 120, I augmentation d"activité enzy-
matique avec la sécheresse, observée lorsque les résultats
sont exprimés en fonction des protéines, peut donc s"expli-
quer par la perte de protéines avec la sécheresse ; on peut
aussi avoir une activation de Il'enzyme, bien que la premiére
raison puisse suffire pour expliquer 1"augmentation de |1 ac-

tivité enzymatique. La tendance & une stabilisation de 1'ac-




« TABLEAU Il «

Evol ution de la val eur du rapport :
teneur en protéines/mtiere séche dans la feuille des
mls et sorghos (&gés de 50 jours), saums a |a sécheresse.

DOSAGE : PHOSPHATASE ACI DE

I‘[—‘-‘ﬂﬁﬁ:a: ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ e == .—_====:==============t=::=:========z’i{!
i SECHERESSE i
]

E! (en nombre de jours) ;é
I 0 6 9 12 -
I I
i il
! SOUNA4 0,28 0,23 0,18 0,11 |
H !l
1l i:
ﬁ' SYNTHETI QUE 0,29 0,21 0,20 0,13 %‘:
J I
ﬁ 55
§ SORGHO NK 120 0,24 0,17 0,12 - I
|

! Ii
" ii
I SORGHO NK 108 0,22 0,24 0,19 - i
[

&z‘—“ﬁ:#:#==ﬂ========== I -————— s SRCDSSSSEEEE H

- TABLEAU 1V =

Evolution de | a valeur du rapport :
Teneur en protéines/mtiere séche dans la tige des
mils (3gés de 85 jours) soumis & la sécheresse.

DOSAGE : PHOSPHATASE ACIDE, AMYLACE ACIDE , AWLASE ALCALINE et
INVERTASE ACIDE.

[FEsssssssaRsEsansEs = == = i
] SECHERESSE lﬁ'
i (en nombre de jours) E}’
0 6 10 14 i

::

SOUNA, 0,08 0,075 0,05 0,08 |

It

| SEMBEETI Qe 0,13 0,06 0,06 0,07 ii
RE sz sy e e oo ey i o e ——————v—————‘-—r-m-em-ﬁ—mwmmj ree e e e e e e e s o 1
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tivité enzymatique (aprés une diminutionl chez les mils
(surnageant) malgré la diminution relative des protéines
(expression de lT"activité enzymatique par rapport & la ma-
tiere seéchel montre quand méme qu“il y a une certaine acti-
vation de I"enzyme ; dans 1l'extrait brut du SYNTHETIQUE au

12éme jour, il y a méme une augmentation d-activité, ce qui

prouve que I"enzyme est quand méme activéapar la sécheresse.
2 - LA TIGE

a) Si_ nous examinons les résultats lorsque [l'activité enzyma-

tigue est exprimée en fonction des protéines, le tabieau

IIIa et la figure 8 rendent compte de 1"évolution de 1'acti-
vité de la phosphatase acide, dans les tiges du SOUNA3 et
SYNTHETIQUE, avec la sécheresse.

-Chez le SOUNAg, 1'activité de I"enzyme augments avec
la sécheresse aussi bien dans Il'extrait brut que dans le sur-

nageant, et cela par rapport a l'activité chez le témoin. Pen

dant tout le traitement, I"activité enzymatique chez la plan-
te soumise & la sécheresse reste supérieure & celle chez le

témoin. Quant & 1'évolution de cette activité avec la séche-
roesse, aprés yna Important0 augmontution au 6Géme jour do sC-
choresse (dans 1l'extrait b r u t et lesurnagsant) ily awunc

diminution de celle-ci jusqu“en fin de traitament. I1 faut

signaler parallélement que, a cette importante augmentation

de ITactivité de I"enzyme au GBéme jour, il y a aussi celle,

notable, des glucides solubles dans la tige. Cette augmenta-
tion d"activité de la phosphatase n"est-elle pas a lier a

la mobilisation de <ces glucides ? Ceci n"est certainement pas
a exclure.

[

= Chez 1le SYNTHETIQUE, [I"augmentation dactivité de
la phosphatase n"existe qu“au 6éme jour de sécheresse, et.
surtout dans le surnageant; aprés cela, l'activité enzymati-

que diminue chez 1la plante traitée et la valeur reste infé-




Evolution de |"activité de |a phosphatase acide (en Hmoles de P.N.P. par

heure) dans la tige des mls

- TABLEAU III a -

ny de protéine par
SOUNA3 et SYNTHETI QUE 1-5-GAM soum.s 3 | a sécheresse.

H::::::::=="_*=:—.========l_._..._.__._...__._._..___.____..__....._-._—.«_._.__..__._._____.:::—:::::::;—.::::—.:::::::::::::::::::_-.—.::====;?=
H MIL SYNTHETIQUE i
i SECHERESSE HIL SOUNA3 i
i B : 1-5-GAM i
ﬁ en nombre ﬁ
il\ _ ACTI VI TE DE ACTIVITE [E i
i de jours % d’eau LA PHOSPHATASE ACI DE LA PHOSPHATASE ACI DE , -
; — ) % d'eau
o p.S. dans dans —3 3 H
H brut surnageant brut surnageant : 'ﬁ
" Témoin O 843,39 2,27 1,84 8,0 10,72 1 062,79 ::.I
:
f 1
1] g
i 6 458,65 10,31 10,20 8,03 12,73 471,42
d !
| ki
i 10 301,60 5,95 7,09 7 8 440,54

i

B )
I| ]
] [}
i 14 263,63 5,38 6,35 6 65 316,66

L}
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rieure 3§ celle chez 1le témoin. A noter que lITactivité e I"en-
zyme est tres élevée chez 1le témoin, ceci est certainement
en rapport avec |'inportante teneur en glucides observée chez

ce témoin.

b) si |'activité enzymatigue est exprinée en fonction de la
mati ére séche (Tableau IIIb)

=« Chez le SYNTHETIQUE, apres une diminution dractivité
au Béme j our par rapport a Il-activité chez leg témoin, il y a
une forte tendance a une stabilisation, dans |'extrait brut
et dans |e surnageant.

- Chez le SOUNAg, dans tous les cas la valeur de 1'ac-
tivité enzymatique chez la plante traitée Tfeste supérieure a
celle chez 1le témoin. Apres une augmentation d“activité au
Geme jour, celle-ci diminue au 10&me Jjour (par rapport au
6éme jour), et augmente au 14éme jour (par rapport au 10ame).

L observation du rapport teneur en protéines/matiére
séeche (tableau IV) nontre que la val eur de celui-ci décrott
d' abord avec |a sécheresse, puis croit en fin de traitenment. Ceci
indigue qUu' aprés une diminution relative des protéines, celles-
ci tendent & augnenter. La diminution relative de |a teneur
en protéines est plus inportante chez |e SYNTHETIQUE que chez
| € SOUNA3. L augmentation d-activit¢ de |'enzyme chez le
SOUNA5, mal gré | a diminution relative des protéines (dans 1lie
cas de | ' expression des résultats par rapport a la matiére
séche) peut s'expliquer par wune activation de I"enzyme ; en
fin de traitenment (14éme jourl) |'augnmentation de 1'activité
enzymatique, en plus de I1"activation de [I"enzyme, peut éga-
lement étre die a l-augmentation de |'a protéine enzymatigue.
Chez le SYNTHETIQUE, la | égere diminution d-activité enzyma-
tigue (toujours lorsque celle-ci est exprimée en fonction
de la matiére sache) entre le 6eme et le 102me jour, malgré
la constance do la valour du rapport © tenaur anprobeédinoes/
matlare sécha, doit faire intorvonir une inactivation de




- TABLEAU m b =

Evolution de 1'dctivité de | a phosphatase acide (en u noles de P.N P. par ng de matiére seche par
heure) dans la tige des mls SOUNA4 et SYNTHETI QUE 1-5-GAM sounis a | a séecheresse.

'lF::::::::::::::::::::".:::1‘.:::::::::::::::::::::::::::Z::.‘::::::============::=======‘:."=:===:‘:=======:=::ﬂ
i .

I ] . MIL SYNTHETIQUE

i SECHERESSE . MIL SOUNAs

| mLnRAResh 1-5~GAH

n en norbre |

1]

i e ACTTYITE DE ACTIVI TE DE

i e jours % d'eay LA PHOSPHATASE ACI DE LA PHOSPHATASE ACI DE % d'oau |
i P.S. dans dans —
1] . P.S.

i brut surnageant brut surnageant

I~

ﬁ Témoin O 843,39 0,2 0,11 1,18 1,06 1 062,79

i} .

ﬂ'

i 6 458,65 0,5 0,40 0,52 0,47 471,42

H

i

ﬁ 10 301,60 0,32 0,31 0,5 0,45 440,564

g

%‘{r

] 14 263,63 0,40 0,39 0,5 0,45 316,66

]
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" enzyne [destruction ?)} ou une insuffisante augmentation
de la protéine enzymatique. Au 14éme jour de sécheresse, Mel-
gré une | égere augmentation de |a valeur du rapport teneur
en protéines/matigre seche, |'activité de 1Ienzyme se stabi-
lise, ce qui confirme ce que nous disSions +tout & I-heure,
c'est-a-dire inactivation ou dénaturation (destruction ?)

de I enzyme.

A.2.2.1.%. -~ Varndation de L'activité de La pncsphaiase
acide chez Les mils SOUNAz et SYNTHETIQUE 1-5-GAM avec Le
trnaitement au P.E.G. 600.

A.2.2.1.7.1. = Introduction

Nous avons étudié I"activité de la phosphatase acide
dans |'extrait brut, |le surnageant et le culot d' échantillons
foliaires prélevés sur des plantes de m| traitées au P.E.G.
600 et sur des plantes témoins [ arrosées normal enent). Le
traitement au P.E.G. se fait par | 'arrosage des plantes par
une solution de P.E.G. 600 a -30 joules par nole, ayant &té
purifiée par |e passage a travers deux résines : |e Dowex 50
et le DOWEX 1.

A.2.2.1.7.2. » Les résultats exprimes en fonction de la guan-

tité de protéines sont consignés dans le tablecu : Va.

On constate quil y a une augmentation d activité de
la phosphatase dans tous [les échantillons, au fur et a  mesu-
re que le traitement dure. Dans |'extrait brut, 1’'sugmenta-
tion dTactivité de lI"enzyme au Séme j OUr de traitement au
P.E.G. est plus inportante chez 1e SYNTHETIQUE que chez Ile
SCJUN/\3 i ou Ilhmo  jour, l'augmentation d'activitd (phar raponor:
au Y&me jJour] est plus caonsidérable chez le ‘:';OUN/\B {Juu char

le SYNTHETIQUE.

Dans le surnageant, au S&me jour de traitenment au

P.E.G., I "augmentation dactivité de la phosphatas@ est 2lus




TABLEAU Vv a «

Activité de | a phosphatase acide (en u noles de P.N.P. par ng de protéine
par heure} dans 1’ extrait brut, le surnageant et le culot de tissus
foliaires des ml|s SYNTHETI QUES 1-5~GAM et SOUNA3 traités au PEG 60Q

conparée a celle chez les ténmins.

”================ ImEEomEEmsRmsSS T i T T e e "*I
:: ‘
" Traitement i
il i
h au P.E.G. % d'eau ACTIVITE DE LTENZYME !
N PLANTE ) . T o I
i an nombre bP.S. dens '
i : it
h de jours brut | surnageant {eulct
! :
1l
Ei Témoin
] 4
il l'l
h 0 281,68 1,85 2,13 0,57 ,‘
fl K
i ;
!
I MIL
i
i
it 252,11 2,19 2
| SYUTHETIQUE ? ’ 35
1]
| =s
f 1-5 - GAM ;,
i
| =:
i
i 11 240.13 3,08 3,26 2,51 |
| ﬂ
i ‘f
i H
i Ténoi n
sa ~
! 0 346,43 1,56 1,80 0,53 |
i i
1} |
i x
i '
il
t MIL ;
i i
B 9 263.37 1,78 2,16 0,56
i : b
il} SOU[V.Q 3 it
i
" :;
i 11 232 3,17 3,47 2,20 i
i i
! .
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él evée chez | e SOUNAS que chez 1le SYNTHETIQUE, ce Trappcr: s

conserve aussi au 11éme Jour [fin dg traitement).

Dans le culot, celui du SOUNAS MONtre une augmentation
d activité de I enzyme moins INnportante que celle qui existe
dans le culot du SYNTHETIQUE au 92me jour de traitenent au

P.EEG ; l1e phénomeéne s’inverse au 11&me jour.

Cette augmentation d"activité de I-enzyme {(phosphatease]
avec: le traitement P.E. G 600, qui a été obtenue dans nozre
étude, confirme les résultats de VIEIRA DA SILVA (1868, 18€%,
1970 et 19761 sur les feuilles de cotonniers, ainsi que ceux
de ADJAHOSSOU (1877) chez 1le palmier a huile.

conme dans | € par agraphe précédent (traitement par la
sécheresse) nous allons examiner [1"évolution de la solubili-
sation de |'activité de I'enzyme, €t celle de |a teneur en
protéines au fur et a mesure que le traitement se poursuicz.
La figure 9 est constituée en faisant : activité dans le SUI-
nageant + activité dans le culot = activité totale (100 %
d activité) et la quantité de proteéines dans |e surnageant +

celle dans 1le culot = quantité totale. La [légende est la méme

que celle de la Tfigure 7.

Nous Si gnal ons que nous avons, dans ce cas, travaillLé
avec des plantes plus agées (80 jours) que celles dans le cas
du traitement par suspension d'arrosage (les plantes avaient
50 jours).

Ici, la solubilisation des protéines se fait au fur et
a nesure que le traitenent se poursuit, glle semble plus
i nportante chez e SOUNAS que <chez le SYNTHETIQUE.

La solubilisation de I"activité de 1"enzyme également
se fait au fur et a nesure que le traitement est applique
chez le ml sounas ; il 'y a plutdt yne diminution de sglubi-
|isation chez le SYNTHETIQUE.
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Il y a wune activation de I"enzyme dans les culots du
SYNTHETIQUE au S8éme et au 11éme jour cgar, malgrée la dimiru-
tion du pourcentage des protéines dans cette Fraction, il Yy

a une augmentation de l"activité enzymatique.

= Dans le culot du SOUNAg, il y a d'abord une ¢iminu-
tion de [lTactivité enzymatique au 8éme jour ; l'augmentaticn
de celle-ci au Ileme, malgré la diminution du pourcentage ces
protéines dans cette fraction (le culot), suppose une activa-

tion de 1"enzyme.

La diminution de la solubilisation de [ITactivité de
I"enzyme, malgré 1la solubilisation des protéines, suppose
une bonne protection de 1"enzyme dans le cas du traitement
au P.E.G. chez le SYNTHETIQUE, donc une assez bonne T[résis-
tance des structures de cette plante au traitement osmotigue.
L"observation des plantes au cours du traitement ne montre
pas de différences apparentes dans le comportement des mils.
Néanmoins, la perte d"eau par les plantes semble plus impcr-
tante chez le SOUNAg que «chez le SYNTHETIQUE. LTaugmentation
d activité de I"enzyme dans l'extrait brut et le surnageant
plus importante chez le SOUNAg au fur et a mesure que le trai-
tement se poursuit, et I "évolution de la solubilisation chez
le SOUNAg, semblent montrer que le SOUNAg est plus sensible
au traitement P.E.G. que le SYNTHETIQUE, du moins dans ncs

conditions d"étude et a l'age considéré.

Comme nous lI-avons déja signalé, 1le GSOUNA3 peut perdre
beaucoup d-eau par évapotranspiration. Des mesures de perte
d"eau par la plante pendant le mangue d"eau (dans certiaires
de nos expériences) montrent également que la plante peu:
perdre de l1"eau d"une Tagon plus importante que le SYNTHETIZUE,

ette

Le

mais le SOUNA, dans son comportement réel supporte bien ¢

perte d"eau jJusqu®a une certaine -‘limite.

S ————




A.2.2.1.7.3. = Examinons maintenant 1’évolution de 1'activitd

de Ia phosphatase acide avec le traitement e« P.E.G  loraguc

| "activité enzymatique est €XpPrinmee en fonction ce la matiiére

sache - Tableau Vb.

11 y a dans tous 1lgg Echantillons [(saud gu culot du
SUUNA4 au Same jour3 une augmentation ¢'activité de la phou-
phatase avec le traitement P.E.G.

- Dans ITextrait brut, I-augmentation d-activité est
d' abord plus inportante «chez le SYNTHETIQUE (3&me jour) que
chez |e SOUNA3 ; ensuite elle devient plus inpcrtante chez
e SOUNA3 au Ileme | OUr. Dans le surnageant, I augmentation
d'activité enzymatique est d abord égale chez les deux plan-
tes au 8Sé&me jour ; au Illéme jour, celle-ci est plus impor-

tante chez le SOUNA3 que chez le SYNTHETIQUE.

- Dans le culot, |"activité enzymatique augnente régc-
liegrement chez e SYNTHETIQUE avec le traitenment P.E. G, chez
| e SOUNA3 apres une diminution de celle-ci au 8&me jour, il

y a wune inportante augmentation au Iléme | OUr.

Si I'on observe la valeur du rapport teneur en pro-
téing/matiére séche (tableau VI), en constate que celle-ci,
apres une légere dimnution chez le SOUNAg, se stabilise.
Chez le SYNTHETIQUE, la valeur de ce rapport diminue jusqgu'en
fin de traitement, ce qui indigue une diminution relative d¢
la teneur en protéines de |la plante., Dans I augmentation de
I"activité  enzymatique Observée chez 1e SYNTHETIQUE | orsque
| "on exprine les résultats en fonction des prctéines, 11 y =
sans doute la diminution relative de 1a teneur en protéines,
mais également une activation de I"enzyme, ce qui est confir-
me par |'expression des résultats en fonction de la matiére
séche. Chez le SOUNA3, 1l’activation de l'enzyme sembla moins
impcrtante vu |l a valeur du rapport teneur en protéines/matidre
seche, |'augnentation de l|a protéine enzymatique peut inter-
venir de maniére plus inportante ici que dans le cas du SYN-
THETIQUE.

e e
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TABLEAU V b -

Activité de | a phosphatase acide (en y noles de P.N.P. par ng de natieére
séche par heure) dans |'extrait brut, le surnageant et |le culot de
tissus foliaires des mils SYNTHETI QE [-5-GAM et SOUNA3 traités

au P.E.G.600, conparée a celle chez les témoins.
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1 n
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i
Ii
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:
i
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1 !
i i
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i N
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i i
l i
i
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1
ii f:
i !
! | ;§
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i MIL . !
il |'
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i
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i §
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i
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- TABLEAU VI -

Evolution de la valeur du rapport
teneur en protéines/matidre seche dans la feuille des
mls (agés de 80 jours) traités au PEG 600.

DOSAGE : PHOSPHATASE  ACI DE

|immmommommmns - E P 1 =r=-'—"'———"——————“"““:::::‘::::::::::::::::::m:m:m:::z:‘(
TRAITEMENT au PEG 600
(en nonbre de jours)
0 ‘ 9 11
SOUNA, 0,16 0,15 0,15
SYNTHETI QUE 0,20 0,17 0,15
[ ===z T ST DEESCSRRSSNESEE  cmososmSss s

- TABLEAU VIII -

Evolution de la valeur du rapport
teneur en protéines/mati ére séche dans la feuille des mls
et sorghos (agés de 75 jours) soums a | a sécheresse.

DOSAGE : PHOSPHATASE ALCALINE

SECHERESSE !
il
(en nonbre de jours) i
0 b 9 !
1
i
'.:
it
SOUNA3 0,58 0.34 0,28 |f
i i
SYNTHET IQUE 0,51 0,32 0,28 |
i
i
SORGHO NK 120 0,30 0,23 i
i i
SORGHO NK 108 0,23 0,23 i
li
bmm e smammmn e n o oopee e oo osssewan :==============Q‘l
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A.2.2.2. -DOSAGE QUALITATIF DE LA PHOSPHATASE ACIDE
= ELECTROPHORESE.

A.2.2.2.1. -~ Tnthoduction

Un gramme de tissu foliaire du ml| SYNTHETIQUE 1-5-
GAM agé de deux nois est honogénéisé avec 3 m de tanpon
TRISHd = 0,1 M pH : 7,2 sans mannitol. Apres filtration
a travers 4 couches de gaze, |'échantillon est centrifugé &
31 830 g pendant 20 nmm. On preéleve 1 m du surnageant, auguel
on ajoute 1 goutte de bleu de bromophénol a G,05 % (dans du
tampon véronal) et 200 g de saccharose. Aprés homogénéisation,
0,7m de cet ensenble est déposé surchaque gel de polyacry-
lami de (& 10 % d’acrylamide), et on débute la migration par
une tension de 80 V pour les 8 tubes, ce qui donne (,75 mA
par tube. Aprés une période de stabilisation de 5 a 10 m, on
porte la tension a 180 V, ce qui donne 1,74 mA par tube de
gel, Dans ces conditions, le front, de mgration (bleu de brocmo
phénol 1 atteint la fin du parcours aprés 4h30mn €n noyenne.
Les gels sont alors sortis des tubes par une aiguille et une
seringue contenant de |'eau distillée. L'incubation se fait
a 37°C dans un tanpon acétate 0g,1M, pH : 5,2, contenant de
|'a et g naphtyl phosphate de sodium La révélation, & 1'obscu-
rité dans du O Dianisidine (ZnCl,) en solution dans du tam-
pon véronal, dure entre 2h et 12h. La coloration ces bandes
est violette.

A2.2.2.7. - Effet du TRITON X 100 sun La so0lubilisa-
Zion de L'activiiti de La phosphatase

Dans les conditions hydriques nornales, nos ngéthodes
d' études nous donnent le méne nonbre de bandes chez le SCUNAS
et e SYNTHETIQUE ; il existe quelques différences sur |es-
quel l es nous reviendrons dans |e prochain paragraphe.

Nous avons testé |'effet du TRITON X 130 sur la solu-
bilisation de |"activité de |la phosphatase sur les mls.




Tenant conpte des résultats obtenus lors du dosage quantite-
tif de la phosphatase chez |le SYNTHETIQUE, ou nous avions
obtenu une stinulation de |'enzyne et une augmentation de 1=
sol ubilisation, nous avons utilisé le détergent & une concen-
tration de 0.15 %

Sur chaque ml il y a eu une extraction en présence
de TRITON, |'autre sans le Triton.

Les résultats (figure 10a) nontrent que chez le SJUNAg
il ny a pas de nodification au point de vue nonbre de bandces.
Néanmoins, il senmble y avoir un |éger glissenent de |a bande
1 vers le front de mgration avec le traitement Triton.

Chez le SYNTHETIQUE, il y a dans certains cas (4/83,
apparition d'une cinqui éme bande X Cette irrégularité d' ap-
parition de la bande X peut faire penser au fait qu'elle
[1'enzyme correspondantel est juste absorbée sur les parois
sédi mentabl es des structures cellulaires. On peut aussi penser
que |'enzyme soit inhibée dans certains cas et activée dans
d autres, ou que la structure cellulaire dans laquelle =eiie
se trouve résiste a l'action du triton dans certains cas =t
pas dans d'autres.

L' apparition de cette nouvelle bande avec le traitemant
TRITON dans |e surnageant chez |e SYNTHETI QUE, peut expiiquar
en partie |'augnentation d' activité constatée (dans le sur-
nageant) avec |e dosage quantitatif.

A.2.2.2.3. = Stabdilité de 2'activiti de. La phosphatase
avec La sécheresse (figure 40b).

Nous avons é€gal enent nené des expériences pour Vvoir
s'il y avait un changenent dans le nonbre, |'inportance de :la

coloration des bandes et la disposition de celles-ci lors d'un
déficit hydrique induit chez les plantes per suspensicn d'arrosage:
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Chez les plantes témoins, il y a des différences quzit

dla coloration des bandes chez le SOUNA3 et chez le SYNTHE-

TIQUE.

Les bandes 2 et 4 sont plus col orées'chez | e SYNTHE-
TIQUE que chez le SOUNAg, ce qui confirme la différence entre
les phosphatases observées avec |'étude du km ; pour |les
bandes 1 et 3, la coloration est |la néne.

En ce qui concerne |le traitenment sécheresse : au bous
d’'une'semaine de suspension d'arrosage (pourcentage d'eau par
rapport au poids sec = 185,07 pour le SOUNAg et 177,27 pour
le SYNTHETIQUE), il ne semble pas Yy avoir de différence au
point de vue nonbre de bandes par rapport au nonbre chez 1les

témoins.

Il'y a un | éger glissement .des bandes 1 et 2 vers lg
front de mgration avec |la sécheresse chez |es deux plantes,
La bande 1 qui avait esquissé le mouvement avec le traitement

TRITON chez e SOUNA3, est celle qui se déplace le plus.

Il 'y a également, dans I'ensemble, une atigmentation
de <coloration des bandes avec la Sécheresse sauf chez la ban-
de 1 du SOUNA3, qui semble plutot perdre de la coloration.
Chez | e méme SOUNA3, les autres bandes augnentent de colora-
tion surtout |es bandes 2 et 4, en particulier lorsqu on se
réfere a la coloration de ces bandes chez |e ténoin.

Chez le SYNTHETIQUE, |a bande 3, en, plus du fait
qu' elle augnente de coloration, est plus étendue ici gqu'=alle
ne l’est chez le témoin. De toutes les bandes, la bande 4 ou

SYNTHETI QUE est l|a plus col orée.

La bande X, qui était apparue lors du traitement au
TRITON X 100, n'apparait pas ici. Plusieurs raisons peuvent
expliquer cela : si elle se trouvait dansure structure cel.u-
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laire, celle-ci n'a pas été détruite par cette durée de
sécheresse. L'enzyme X peut également étre iractivée. Si elle
était adsarbée, le traitement n'a pas été suffisant pour la

détacher de la structure cellulaire sédimentable sur laquelle

elle était fixée.

Le comportement des protéines en général, des enzymes
en particulier, varie difféeremment avec le déficit hydrique.
Ainsi STUTTE et TODD (1968) étudient sur ces gels de poly-
acrylamide les variations qualitatives et guantitatives de
certaines enzymes chez le blé. Ils trouvent que l'activité
du Glucose-B-Phosphate déshydrogénase et celle de Il'enzyme
succinique déshydrogénase varient quantitativement [colora-
tion des pandes),alors que celle de I'’enzyme malique-déshy-
drogénase varie aussi bien quantitativement que qualitative-
ment [nombre de bandesl avec le déficit hydrique [une semaine

de dessicationl.

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure et
dire que le changement notable qui intervient au bout d'une
semaine de sécheresse est surtout quantitatif chez les deux
variétés de mil étudiées. Nous nous proposons, dans nos tra-
vaux futurs, d'augmenter la durée do la sécherecsse et deo suUi-
vre les changements g u i interviendront, e n ce quil concerne

le nombre, la couleur et la disposition des bandes.

A.2.3. = Phosphatase alcaline : variation de Il activité
de I"enzyme avec la sécheresse.

A.2.3.7. - INTRODUCTION

Nous avons, comme dans le cas de I'étude sur 1la pnos-
phatase acide, évalue la variation de l'activité de la phos-
phatase alcaline chez le SOUNAg4, le SYNTHETIQUE 1-5-GAM, et
les sorghos NK 108 et NK 120 soumis a la sécheresse par sus-
pension d’arrosage. L’activité enzymatique de la méme fagen.
a été étudiée dans Il'extrait brut, le surnageant et le culot.

Ici, nous avons travaillé sur des plantes agées de 75 jours.
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A.Z.3.2. - LE TABLEAU VIIIa REND COMPTE DES R:cSULTATS
LORSQUE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE EST EVALUEE EN FONCTION DES
PROTEINES.

I1 y a, en général, une augmentation de l'activité de
I"enzyme avec la sécheresse dans les échantillons étudies par

rapport a I"activité enzymatique chez les témoins.

-~ Dans I"extrait brut, l"augmentation dT"activité est
plus importante chez 1les sorghos que chez les mils. Chez leges
mils, le SOUNAg montre une augmentation d-activité dans 1'ex-
trait brut plus importante que celle <cher 1le SYKTHETIQUE au
Béme jour, le phénoméne se renverse au S&me jour. Je tous les
échantillons, l"augmentation d"activité dans I"extrait Lrut

est plus importante <chez le NK 108.

= Dans le surnageant, au 6éme jour, 1 "augmentation
d activité est toujours plus importante chez 1les sorghcs
{NK 120 en particulier] que chez les mils, o0 le SYNTHETIQUE
montre une augmentation d activité plus importante que le

SOUNAB ; ceci se maintient également au Séme jour.

= Dans le culot, au 6éme jour, c"est le SOUNA3 qui
détient le record d“augmentation suivi des deux sorghos, le
SYNTHETIQUE vient en dernier lieu. Au 8éme jour de sécheresse
il y a une baisse d"activité dans .e culot du SDUNA3 par rap-
port au 6éme jour, et une augmentation dans celui du SYNTHE-

TIQUE.

Ici comme dans 1le <cas de Qla phosphatase acide, Iles
sorghos montrent une activité enzymatique plus @&levée que
les mils. LTaugmentation d'activité de la phosphatase galcea-
line avec la sécheresse est également plus importante chez
les sorghos que chez 1les mils. Chez les nmils, le SOUNA3 sem-
ble montrer une augmentation LT"activité plus importante cans
I"extrait brut au 6eéme jour de sé&cheresse que le SYNTHETIQUE,

ce qui n-"était pas le cas avec la phosphatase acide. L'aug-
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= TABLEAU vhi a -

Evolution de 1'activité de |a phosphatase alcaline (y noles de P,N.P.

par mg de protéine par heure) dans |'extrait

et le culot de feuilles, des mls. SYNTHETIQUE et SOUNA3,

brut,le surnageant

‘et des SOREHOS NK 120 et 108 soum s a | a sécheresse.
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mentation dTactivité de la phosphatase alcaline avec la séche-

{

resse semble plus réguliere que celle de la phosphataso acide
ou il y avait une diminution d'activité en début de traite-

ment (surtout chez 1le mil S0OUNA3] dans la phase soluble.

Cette enzyme semble donc moins protégée que la phospha-
tase acide, et serait plus sensible au déficit hydrique, du
moins chez les plantes que nous avons étudiées et dans nos

conditions d"études.

Noua suivrons 1'gGvolytiondo 1 ' acti vitédel'enzyme
dans le culot et le surnageant en posant : activité de la
phosphatase alcaline dans 1le culot + celle dans le surnageant
= activité totale (100 % d-activité) et gquantité de protéines
dans le culot + celle dans le surnageant = quaniité zotale
(400 %). Dans ces conditions, les figures 11a et 11b rendent
compte de la solubilisation de Il"activité de I"enzyme &gt de

la teneur en protéines avec la sécheresse (Pour la légende,

voir figure 71.

=~ Chez les sorghos, il y a une Taible solubilisation
des protéines avec la sécheresse, surtout chez 1le NK 120. 11
y a également une Tfaible diminution de la solubilisaticn UJg
I"activité de la phosphatase alcaline avec la sécheresse. La

sécheresse semble plutdét stimuler 1"enzyme dans le culot.

« Chez les mils, le GS0UNA3 montre une solubilisaticr
des protéines au Ba&me jour de la sécheresse, il y a ensuitsg
une légére augmentation du pourcentage des protéines dans le
culot au Séme jour, mais Qle taux reste toujours inférieur 2
celui chez le témoin. Le mil SYNTHETIQUE montre dT"abord une
augmentation du taux de protéines aans le culot au Eeme jour,
suivie d“une solubilisation de ces protéines au 8&me jour.
La solubilisation de I"activité de I"enzyme augmente au G&me
jour <chez le SYNTHETIQUE et diminue au Séme jour. Chez e

SOUNAB‘ il y a dabord wune diminution de la solubilisation
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FIG.11a : Distribution de lactivité de la phosphatase alcaline entre le culot{hachures) et le surnageant(blanc ) chez les
témoins(T) et des plantes soumises & la sécheresse (S1= 6, SZ= 9jours ). ARz activité relative{ %daCtiVité/%de proteines dans

la fraction ). tes chiffres sur les rectangles= % d'activité dans ta fraction et ceux a 1a base= % de proteines .
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de Il'activité de l’enzyme au Geme jour, suivie d'une augmen-
tation au Seéme jour. Comme dans le cas de la phosphatase acide
il y a une importante activité de la phosphatase alcaline cdans
le culot du SOUNAg au 6Béme jour, malgré une diminution ¢y
pourcentage de protéines dans cette fraction. [g qui suppose
une activation de Il'enzyme dans le culot au B&me jour de se-
cheresse. Au 8éme jour, l'activité de la phosphatase alcaline
diminue dans le culot du S0UNA3, malgré la légére augmentation
du pourcentage de proteines dans la fraction, ce qui supposs
une inactivation de I'enzyme, ou que la protéine enzymatique
ne soit pas suffisamment représentée dans 1l'augmentation Ces

protéines, les deux phénoménes pouvant intervenir en méme temps.

» Chez le SYNTHETIQUE, [|'augmentation du pourcentage
de protéines dans le culot au 6éme jour de sécheresse n’'est
pas suivie d'une augmentation de |'activité de I'enzyme dans
| a fractioniici également des problémes d’inhibition cu de
manque d’augmentation suffisante de la protéine enzymatique
peuvent expliquer ce phénomene. Au Seme jour. toujours dans
le culot du SYNTHETIQUE, malgré la diminution relative des
protéines, il y a une augmentation de |'activité de la phos-
phatase alcaline dans la fraction, ce qui peut s’expliquer

par une activation de I'enzyme par la sécheresse.

Bien que cette expérience ait une durée, au point de
vue secheresse, moins importante que celle avec la phospne-
tase acide,. on peut constater qu’au point de vue sglupbilisa-
tion, les sorghos semblent solubiliser la phosphatase acide
plus que la phosphatase alcaline avec la sécheresse. La solu-
bilisation de la phosphatase alcaline chez les mils semble
plus importante avec la sécheresse que celle de la phospha-

tase acide, particulierement chez le SOUNAg.

A.2.3.3. - EXAMINONS MAI NTENANT rrevorution VE CEJJE
ACTIVITE ENZYMATI QUE LORSQUE LES RESULTATS SONT EXPRIMES EN
FONCTI ON VE LA MATIERE SECHE. Tableau VIIb.

Il y a une augmentation d’activité enzymatique dans

tous les échantillons avec' la sécheresse par rapport a celle
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chez le témoin, sauf dans le culot du SOUNA3 au Seéme jour.

« Chez le SYNTHETIQUE, [l activité enzymatique augmente
dans I"extrait brut, le surnageant et le culct au fur et &
mesure que la sécheresse dure, et l‘augmentation a les méme:;
valeurs dans I'extrait brut et le surnageant au G6éeme jour ;
ce méme rapport se maintient au 9eéme jour de secheresse.

- Chez le SOUNAs3, aprés une augmentation d"activité
dans l'extrait brut au 6Géme jour de sécheresse, celle-ci di-
minue au 9&me jour, mais reste supérieure a celle du témoin.
Dans le surnageant, aprés I-augmentation d"activité au Geme
jour, il y a une stabilisation jJusqu®"au Séme jour. Dans |le
culot, l'activité enzymatique aprés une augmentation au E£géme
jour, diminue au Séme jour, et la valeur est méme inférieure

a celle chez 1le témoin.

« Chez les sorghos, I augmentation d"activité enzyma-
tigque est plus importante dans tous les échantillons (extrait

brut, surnageant et culot) chez le NK 108 que chez le NK 120.

L'observation de I'évolution de Ila valeur du rapport
teneur en protéines/matiére seche (tableau VIII1 montre qu’il
y a une diminution de celle-ci avec la sécheresse chez les
mils et le sorgho NK 120 ; chez le sorgho NK 108, la valeur

de ce rapport se stabilise.

- Chez le sargho NK 108, I~ augmentation d'activité paut
donc s’expliquer par une activation de l'enzyme avec la séche-
resse, et peut-étre une Ilégere augmentation de la protéine

enzymatique.

- Chez les autres plantes {(mils et sorgho NK %20)
I"augmentation d"activité enzymatique dans I'expression des
résultats par rapport aux protéines peut donc s"expliquer par

lI"activation do l"onzymo avec la g&cherossc ct por la diminii-
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tion relative de la teneur en protéines, mais |'augnmentation

d' activité enzymatique avec |'expression des résultats en fonc-
tion de la mati ére séche nontre qu'il y a quand méne une acti-
vation de l’enzyme avec la Sécheresse. Cette activation serait
importante chez les mils, en particulier chez le SOUNAg sion
observe |'évolution delaval eur du rapport teneur en pro-

téines/matieére séche.

A.3. - INVERTASE ACIDE (ou B fructofuranosiaase = EC 3.2.126)

A.3.1. = Etude de I1Tactivité de I1"invertase en fonction

du pH.

Nous avons étudi é, dans des surnageants d'extraits
foliaires prélevés sur le ml| SYNTHETIQUE, |'activité de 1'in-
vertase sur une game de pH allant de 3 a 8,5. Les résultats
[figure 12) nontrent que |'activité de |'enzyme s'annule 3
partir de pH : 6,6, ce qui indique :L’absence d'une i hvertase
alcaline. lLla figure nontre égalenment que |'activité de 1'in-
vertase acide a 30°C est maximale au pH : 4,8, ce qui nous &
amené a doser I'activité de I’enzyme & ce pH dans toutes nos

experi ences.

A.3.2. = Etude de I"activité de I"invertase acide
en fonction du temps d"incubation

Nous avons effectué |les expériences a partir de surne-
geants d' extraits foliaires préleves des mls SOUNAg et SYNTRE-
TIQUE. Lobservaton des résultats (figure 131 indique qu’il
n'y a pas d’inactivation de I'enzyme et que pendant un tenps
d'incubation assez long (3h et demi au moins)} |'activité de
celle-ci reste proportionnelle au tenps d'incubation.
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A.3.3. = Evolution de |’'activité de |I’enzyme avec
1 a sécheresse

A.3.3.1. =~ CONCERNANT L"ETUDE 9DE L'ACTIVITE DE
L*ENZYME SUR LA FEUILLE, NOUS AVONS TRAVAILLE SUR LES HMILS
SOUNA3 ET SYNTHETIQUE 1-5-GAM ET L'ARACHIDE 59-127.

al Le tableau IXa et la figure 14 rendent compte des réc

[
fae
ot
(i
O |t
N

lorsque 1 activité enzymatique est exprimée en fonction I

des protéines.

~ Si I"on observe 1le tableau IXa, on constate qu"il Y
a, en général, une augmentation de I"activité de I"enzyme dans
I'extrait brut et le surnageant des plantes soumises a la sé-

cheresse par rapport a l'activité chez les témoins.

- Dans I'extrait brut du SOUNAg, il y a une trés légire
diminution d'activité au 3éme jour de sécheresse, suivie dT"une
augmentation au 5éme jour, la tendance est ensuite a la stabi-
lisation aprés une diminution dTactivité au §éme jour par rap-
port au 5éme jour de sécheresse ; mais l'activité enzymatique
reste toujours supérieure a celle chez 1le témoin. Dans le sur-
nageant du SOUNA3, aprés une diminution d"activité au 3éme
jour de sécheresse, l'activité enzymatique augmente avec la

sécheresse jusqu®en Tfin de traitement.

» Chez le SYNTHETIQUE, dans Il'extrait, brut aprés une
augmentation au 3éme jour de sécheresse, il y a une forte
tendance a une stabilisation de I"activité er.zymatiqge, an
fin de traitement il y a wune baisse d"activité de I1"enzyme
et la valeur de l'activité enzymatique est inférieurs & celle
du témoin. Dans le surnageant, aprés une diminution d'activité
au 3éme jour, celle-ci augmente avec la sécheresse jusqu~au

10&me jour, et diminue enfin au 14éme jour.

- Chez l'arachide, dans I'extrait brut, aprés une aug-

mentation d"activité au 3éme jour de sécheresse, il y a une




= TABLEAU IX a =

Evolution de |'activité de |'invertase acide (en ng de gl ucose par ng de
protéine par heure) dans la feuille des mls SOUNAg et SYNTHETIQUE
1-5-GAM, et dans celle de 1'ARACHIDE 59-12'7 sounis a la sécheresse
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} i
HI
i 0 349,20 0,33 0,5 ;
1] o
it i
!E 3 309,33 0,32 0,43 EE
] 1]
ii ML 5 291,60 0,40 0,52 i
1 il
ii SOUNA3 8 269,97 0,35 0,59 IEE
i i
0 10 240,11 0,35 0,64 :‘l‘
[
Il ]
p 14 120,53 0,36 0,7 1§
§ !
] il
i 0 351,06 0,34 0,6 |
1]
[} i
i MIL 3 335,04 0,40 0,56
i !
i SYNTHETI QUE 5 292,40 0,40 0,64 |
]
] o
1]
? 1=5-CAM 8 280,02 0,39 0,66 g
i 10 269,65 0,38 0,72 |
| i
1] 1l
t 14 151,60 0,30 0,43 E:
1] ¢
i 0 331,40 0,30 0,47 4
H
] !
i ARACHIDE 3 327 0,40 0,65 '2
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{,' 8 165,05 0,37 0,52 |
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] 10 34, 74 ,35 0,48 |
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tendance a une stabilisation d"abord, suivie dTune diminution
vers la fin du traitement ; |'activité enzymatique reste granc
méme supéri eur e a celle du témoin. Dans ]g surnageant, aprés
une forte augmentation d-activité enzymatique au 3éme | our de
sécheresse, celle-ci diminue jusqu® a 1la fin du traitenent,

mais reste supérieure & celle chez le témoin.

En résumé, dans |'extrait brut, apreés une augmentation
d'activité intervenant a des périodes différentes selon les
plantes (58me jour pour |e SOUNAg et 3eme pour le SYNTHETIQUE
et |'arachide) il y a une tendance a une stabilisation ce
["activité enzymatique, bien qu-une diminution d activité
puisse i ntervenir lorsque |e déficit hydrique se fait de plus
en plus sentir. Dans |le surnageant, aprés une dimnution
d-activité dans | es premiers jours de sécheresse chez |es
mls, il y a une augmentation réguli ére de celle-ci jusqu-en
fin de traitement pour e SOUNA5 ; pour | e SYNTHETIQUE, il y
a une diminution d-activité de Ienzyme au l1l4enme jour. Cans
| e surnageant de |'arachide, apres une brutale augnmentation
d*activité en début de seécheresse (3éme jour), la baisse d'ac-
tivité sTinstalle jusqu'en fin de traitenment, bien que 1'acti-
vité enzymatique chez la plante traitée soit supérieure 3
celle chez le ténvin.

b) si |'activité enzymatique de |'invertase acide est exprinée

par rapport & la matiére seche (Tableau IXxb), il y a chez
l e SOUNAS, apres wune | €égére diminution d-activité enzymatique
dans |'extrait brut en début de traitement (3&me jourl une
stabilisation de celle-ci. Dans le surnageant, il y a égale-
ment une stabilisation de |"activité de |'enzyne. Dans ies
deux cas (extrait brut et surnageantl il y a une diminution
d'activité en fin de traitenent (14gme Jjour).

= Chez le SYNTHETIQUE, il y a wune augmentation d'acti-
vité enzymatique dans |'extrait brut. 11 existe également uyneg
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- TABLEAU IX b -

Evol ution de |'activité de |'invertase acide (en ngy de glucose par ng de

matiére séche par heure) dans la feuille des mils SOUNA3 et SYNTHETI QCE

et dans celle de 1'ARACHIDE 59-127 soumis a la sécheresse.
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tendance & uyneg stabilisation aprfzs augmentation d'activisé.
Dans lo Surnageant, "activité de 1'enzyme tend plutdt & se
stabiliser. Ici aussi il y a wune diminution dTactivité dans
les deux échantillons [extrait brut et surnageant) en fin de

traitement.

- Chez |'arachide, il y a une augmentation d'activite
enzymatique avec la Sécheresse dans |'extrait brut ; 1a dimi-
nution d-activité commence & intervenir au 8eéme jour de séche-
resse ; au 10&me jour, l'activité do l'invertase y est trés
falble. Doaps le surnageoant, aprés une augmentation d'aclivitd
au 3hme jour de sécheresse et une Tfaible diminution au Seéme
jour, l"activité de 1%enzyme devient inférieure a celle cu
témoin aux 8éme et 10éme jours de Sécheresse.

- Si l1'on observe I-évolution de la valeur du rapport
teneur en protéines/matiére seche (tableau Xl, onconstete
que celle-ci reste constante chez le SOUNA3 jusqu'au géme
jour de sécheresse et ensuite diminue jusqu®en fin de trai-
tement. Chez le SYNTHETIQUE, cette val eur augmente légé&rement
et se maintient au méme niveau jusqu au 10éme jour de séche-
resse, elle diminue au “14&me jour. Chez |'arachide, il y a
une diminution de |la valeur de ce rapport jusquen fin de
traitenment.

- Chez [l arachide, Il y a une activation de I enzyme
avec la Sécheresse jusqua une certaine limte, ce qui jus-
tifie lT7augmentation d"activite enzymatiqueguszl gque soit le
mode d' expression des résultats, bien que la quantité de Pro-
téines semble relativenent dimnuer avec le manque d eau.

- Chez le SYNTHETIQUE, il peut y avoir une augnmenta- -
tion relative de 1la protéine enzymatique et une activation

de 1"enzyme.

Chez le SOUNA3, la teneur en protéines senble se main-
tenir par rapport 3 la quantité de mati ére seéche, ceci seut




= TABLEAU X =

Evolution de la valeur du rapport
teneur en protéines/matiére séche dans |la feuille des mls et
de |"arachide (&gés de 90 jours) sounm s a |a sécheresse.

DOSAGE : | NVERTASE ACI DE, AMYLASES ACI DE ET ALCALI NE

R N R E T D TS T I I i e - 9 i s e ot s 58 ==
SECHERESSE
(en nonbre de jours)
0 3 5 | 8 10 14
SOUNA3 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11 0,07

i SYNTHETI QUE

- 15 0,11 | 0,12 | 0,11 0,12 | 0,12 | 0,02
I

l

ARACH DE 59- 127 0,22 0,20 | 0,19 0,16 | 0,10 -

|
|
i
=== —— e ...........:._.:...:...-J - _-_-
= e I e R T D R e o e v T s e e e i e
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1

justifier la stabilité enzymatique observée surtout dans le
surnageant [expression des résultats par rapport ala matiere
séche). L'augmentation de I'activité enzymatique, surtout
dans le surnageant (expression des résultats en fonction des
protéines) peut s’expliquer par une augmentation des protéi-
nes solubles (dans le surnageant), la quantité de protéines
totales gardant 1ls mBme rapport avec la matiére seche ; ¢8
gui suppose une diminution des protéines dans les structures
sédimentables de la cellule et une éventuelle activation de

I'enzyme dans ces structures.

A.3.3.2 = AU NIVEAU VE LA TIGE, NOUS AVONS TRAVAILLE
SUR VEUX VARIETES PUE MIL,

al Lorsque l'activité enzymatique est exprimée en fonction des

protéines (tableau XIa), il y a une augmentation d'activité
de l'invertase par rapport aux témoins dans les surnageants
des deux mils (jusqu'au 10&me jour pour le SOUNAg].Dans I'ex-
trait brut du SOUNAg également, il y a une augmentation d'ac-
tivité de I'enzyme avec la sécheresse par rapport a 1'activits
dans le témoin jusqu'au “10éme jour. Dans l'extrait brut du
SYNTHETIQUE, Il'augmentation d’activité existe seulement au
6&me jour de sécheresse. Dans tous les cas il y a une diminu-
tion d'activité de I'enzyme (sauf dans le surnageant du SYNTHZ-
TIQUE) au 14&me jour de sécheresse, et l'activité y est plus

faible que celle chez le témoin.

b)] Par rapport a la matiéere seche [tableau XIbl, l'activité

de l'invertase apreés une diminution au 6éme jour de traitement
dans Il'extrait brut et le surnageant du SYNTHETIQUE, se sta-
bilise jusqu’'au 10éme jour ; au 14 éme jour l'activité enzy-
matique chez la plante soumise a la sécheresse est déprimée.

Chez le SOUNA3, aprés une légere augmentation d'acti-
vité dans le surnageant et l'extrait brut, la tendance est a

la diminution d’'activité enzymatique. La valeur du rapport
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teneur en protéines/matiere seche (tableau IV) diminue d-a-
bord avec le déficit hydrique, il y a une augmentaticn de

cette val eur au 14&mejour.

« Cotte diminulion importante de la valeur du rapport
au Gome jour pout expliquer |a diminution d'activitd obucrvic
cgjour chezl a SYNTHETIQUE (expressilon dos résultats par
rapport & la matiere séchel), il pourrait en effet y avoir une
diminution de teneur en protéines enzymatiques. La val eur ds
ce rapport peut également expliquer la stabilisation de 1'zc-
tivité enzymatique au 10&me jour (expression des résultats an
fonction de la natiére seche), mais l|a diminution g’'activité
au 14&me j our est certainenment due & | a destruction de |'en-
Zzyme car il y a une augmentation relative des protéines.

- Chez le SOUNA3, il y a une activation de |'enzyne au
6eme jour, car nmalgré 1a diminution de la val eur du rapport
protéine/matiére seche par rapport au témoin, il y a une aug-
mentation de I"activité enzymatique. L"évolution de l'activité
enzymatique au 10&me jour peut S'expliquer par 1-évolution du
rapport teneur en protéines/matiére seche, meis au 14&me jour
il y a certainement une destruction de |la protéine enzymatique.
L“augmentation de l"activité enzymatique | ors de 1 "expression
des résultats en fonction de la teneur en protéines peut
s' expliquer par une perte des protéines, en particulier par
les structures sédinentables. En fin de traitenment, il doit
y avoir une destruction de |'enzyme (sauf dans |e surnageanc
du SYNTHETIQUE] assez inportante,surtout chez l|e SOUNAj.

Une augmentation d activité de 1"invertase acide avec
la Sécheresse a été obtenue par beaucoup d' auteurs. Ainsi,
VASSILIEV et VASSILIEV (1838) trouvent chez cing variétés
de blé une augmentation d"activité de |'invertase avec I|a
sécheresse. De son cO6té, VIEIRA DA SILVA (1870) sur le coton-




nier obtient une augmentation d-activité de 1i"invertase gcide

avec la sécheresse. Des résultats allant dans le m&me sens
ont été obtenus par ADJAHOSSOU (1877) sur le palmer a huile.

Par contre, SISAKYAN (19371 et TODD et YOO (188473,
chez le blé, obtiennent plutdét une baisse d"activité de 1'is-

vertase.

Une augmentation d"activité de certai nes enzynes hydro-
| ytiques, comme la phosphatase, |a ribonucléase, |les protézses
et les lipases peut é€tre préjudiciable au métabolisme de 1la
plante, comme nous l"avons vu. Cela ne semble pas €tre |e cas

d"enzymes comme [I1"invertase et |[I"amylase.

Concernant |'invertase, beaucoup d' auteurs font I essoOr-
tir le r6le bénéfique qu' aurait wue activité élevée de celle-
ci pour le métabolisme de la plante et pour sa vie. Ainsi,
| "invertase acide participe a la circulation du saccharcse
entre les tissus conducteurs et les lieux d"accumulation des
glucides, elle jouerait ainsi par ce biais, un rdle impecrtant
dans |la formation et I-utilisation des (gl uci des de réserves
(SACHER et al, 19631. En oOutre, VIEIRA DA SILVA (19663, sur
le cotonnier nontre que 1le potentiel osmotique de la séve dé-
pendait de la quantité de glucides sol ubles dans les tissus
foliaires. L'invertase augmentant la quantité des glucides
solubles, jouerait donc un roéle inportant dans |'élévation ou
potentiel osmotique de la plante. Par ailleurs, HATCH et
GLASZIOU (1963) et GAYLER et GLASZIDU (1972) ont observé une
corrélation positive entre |'activité de |'invertase et le
taux de Croissance des entre-noeuds de la canne a sucre. LTin-
vertase joue également un Ol e important dans des conditions
d0 manqup d'eau, pal lg fil 4t qu'elle augmeN t o les ¢ 1 ucides wo-
lubles. Ainsi SANTARIUS (1973) démontre sur dus chioroplastues
de Spinacia oleraceale roéle protecteur des glucides solubles
a 1'égard des thylakoides pendant la perte d-eau par |es
chloroplastes. La protection est fonction de |la concentration
des glucides et de |eur poids moléculaire, €t croit avec ces




deux données. Par ailleurs, HEBER et SANTARIUS (1976) indi-
guent que dans des conditions de perte d'eau par 1la plan-te,
les glucides protégeaient |les structures nenmbranaires de
deux facons. D abord par |leur concentration ils diminucnt
collo dus substonces toxiques pour |a membranc (protection
noli epocifiquu), d'outre paret 1.0 ol abiitlgent le menbrane

(protoctlion spécifiqueol ,

Ces résultats font ressortir que linvertase, par son
action hydrol ysante, peut jouer un réle inmportant dans la vie

de la plante en conditions hydriques normales et déficitaires.

A.4. ~ LES AMYLASES (a et B)

A.4.1. = Etude de I activité enzymatique en fonction
du pH.

L'étude a été réalisée dans les surnageants d'extraits
foliaires du ml SYNTHETI QUE sur une gamme de pH s’étendant
de 3 a 8,8 [figure 15).Nous avons mis en évidence deux amy-
lases : l'amylase acide ou B amylase et |'amylase alcaline ou
a amylase. Lactivité de |'amyl ase acide est maximle au pH
4,8, et celle de I’'amylase alcaline entre |les pH.7 et 7,4,
Nous avons choisi en ce qui nous cOoncerne, de doser 1l'activité

de |'amyl ase acide au pH:4,8 et celle de I'amylase alcaline
au pH:7.
A.4.2. - Evolution de I"activité enzymatique avec la
sécheresse.

A.4.2.1. - FEUILLE

a) Exam nons d'abord ce qui se passe au niveau de la feuille
lorsgue |'activité enzymatigue est exprinée en fonction de

la quantité de protéines.

=~ AMYLASE ACIDE : Tableau XIIaet figure 16.

- Dans |'extrait brut, il y a uneaugnentation d'activité
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Evolution de |"activité de |I'anylase acide (en ng de glucose par ng de
SOUNA3 et SYNTHETIQUE

- TRBLEAU XII & =

prot éine par heure) dans la feuille des mls

1-5-GAM et dans celle de |'arachide 59-127 soumis a | a sécheresse.

-
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de l'enzyme chez l.es mils jusqu'au 5éme j our de sécheresse,
ensuite |["activité dimnue jusqu'a la fin du traitement et
s'annul e méne chez le sounAy. Chez |'arachide, apres une dim-
nution dactivité au 3éme jour de sécheresse, il Yy a une aug-
mentation au Séme jour, ensuite la baisse d activitée s'ins-

talle jusqu' en fin de traitement.

- Dans |le surnageant, 1l'activité de |'enzyne dim nue
chez |le SYNTHETIQUE avec le déficit hydrique. Chez le SOUNAg,
apres une dimnution d activité de |'enzyne au 3éne jour, il
y a une augmentation au Séme jour de sécheresse ; au Sene
jour, il y a une dimnution d activité de |'enzyme par rap-
port au Séeme jour , bien que la valeur de celle-ci reste supé-
rieure & celle du ténmpin. Aux 10&me et 14éme joursz, l'activité
enzymatique est nulle. Chez |'arachide, et toujours dans le
surnageant, |'activité enzymatique augnente jusqu' au 5éne
jour de sécheresse, puis s'annule aux 8zme et 10é&me jours.

- Chez les mls, 1'augmentation d'activité avec la
sécheresse dans |'extrait est plus inportante chez le SOUNAj
que chez le SYNTHETIQUE. Chez |'arachide, il y a d abord une
dimnution d activité a 3éne jour de sécheresse, et 'aug-
mentation d' activité se nmintient trés peu dans le tenps par
rapport a celle chez les mls. Dans |e surnageant, une forte
augnentation d'activité intervient chez 1'arachide (surtout
au Seme jour de secheressel ; chez les mls, seul le SOUNA4
nontre une' augnentation d' activité par rapport au ténoin
(au 5éne jour surtout).

La dimnution d activité observée en fin de traitenent,
et rnéne une annulation (surtout dans |e surnageant) peuvent
étre dues a une destruction de |'enzyme au fur et a nesure
que |a sécheresse s'installe.

- AMYLASE ALCALINE - Tableau XIIIa et figure 17 =

- Dans |'extrait brut des mls il y a, en général, une
dimnution d activité de |'enzyme avec |la sécheresse. Au Sgme
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~ TABLEAU xi11 a =

Evol ution de |'activité de 1'amylase alcaline (en ng de glucose par ng

de protéine par

heure) dans la feuille des nils SOUNA3 et

SYNTHETIQUE
1-5~GAM, et dans celle de 1L'ARACHIDE 59-127 soums i | a sécheresse.

‘l==================: DR IR o S e e S e 5 S =========================.—:;=====T
:
SECHERESSE ACTIVITE DE L'ENZYIE
% d'eau h
FLANTE en nombre o — dans h
de jours p.S. brut surnageanﬁﬂ
il
-1
N 349,20 0,68 1,0 %
‘ |
3 309,33 0,50 0,6 :
MIL 5 291,60 0,7 0,7 E
Hi
SOUNA3 8 269,97 0,6 0,76 EE
N 10 240,11 0,4 0,55 E
i |
h 14 120,53 0 0 ;
4
0 351,06 0,69 L2
MIL 3 335,04 0,61 1,18 i
SYNTHETI QUE 5 292,40 0,50 0.9
i
1-5. GAM 8 280,02 0,50 1,12
10 269,65 0,40 1,10 :
14 151,60 0,35 1,02 H
1l
0 331,40 0,23 0,34 ﬁ
ARACH DE 3 327 0,24 0,29 i
5 321,58 0,30 0,57 i
59-127 d
B 165,05 0,46 0 i
10 34,74 0,26 0 i

e ot e kv

E3 S —F b= b i S - 4

i s e s o v s s B i o
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Evolutio:n de

['activité de

- TABLEAU X111

| "anmyl ase alcaline

b =

(en

my de glucose par

ng
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de mati ére séche par heure) dans la feuille des nils SOUNA2 et SYNTHETI QUE

1-5-GAM, et dans celle de P ARACH DE 59-127 soum s a | a sécheresse.

H=======:=========:==: ImosESTEmSRREmER =1 ] ;::::::::::::z:z:::::ﬂ
i \
i I
i SECHERESSE . LCTIVITE DE L'ENZYME |
i % d'eau )
i PLANTE en nombre dans i
ﬁ ge jours 5 brut surnageantg
it !
i i
i 0 349,20 0,08 0,07
|1}

1} i
E 3 309,33 0,05 0,06 |
il I i
! HIL 5 261,60 0,06 0,05 |
i

i il
'i SOUNAS 8 269,97 0,05 0,04 |
! :
L 10 240,11 0,04 0,03 |
I

1l T
I 14 120,53 0 0 H
il

il ]
” 0 351,06 0,08 0,08 g
I[J i
i it
i ML 3 335,04 0,07 0,07 |
i "
| SYNTHETI QUE 5 292,40 0,06 0,06 |
1l i
il

i 9 .

;; J~5—-CAM 8 280,0..._“ 0,05 0,06 !
| 10 269,65 0,05 0,07 4
it [
] -
i 14 151,60 0,04 0,06 1
1] "
if 0 331,40 0,05 0,04 g
Il )
| ARACH DE 3 327 0, 045 0,035 |
1] T
j: 5 321,58 0,06 0,06 i
! 59~127 |
ﬁ 8 165,05 0,07 0,05 i
f 10 34,74 0,01 0,01 |
II EoESmomnoomTmasT= IEmSNSon ST oSS =E ettt e ol Bty




|"activité s'annule ensuite. Cchez le SYNTHETIQUE, l'activité
se stabilise jusqu au 5éne jour, Puis dimnue au B8é&me jour
avant de s'annuler ensuite. Chez |'arachide, la stabilisation

de |'activité de |'enzyme se nmintient seulement jusqu'au
3éme jour de sécheresse, |'activité dimnue ensuite avant de

s' annul er.

- AMYLASE ALCALINE =~ Tableau XIIIb -

« Chez les mls il y a, en général, dimnution d acti-
vité enzymatique avec |la sécheresse dans |'extrait brut et
| e surnageant, cette dimnution est plus inmportante chez le
SOUNA5 que chez | e SYNTHETIQUE. Chez I-arachide, apres une
dimnution d activité au 3eme jour de sécheresse, il y a une
augnentation de celle-ci par rapport au témpin dans |'extrait
brut et |le surnageant jusqu'au 8g&me jour ; il y a ensuite une
diminution de [ITactivité enzymatique . Donc, par rapport a la
matigre seche, I"augmentation d"activité de 1'amylase alcaline

se retrouve plutét chez |'arachide, chez les mils la tendance
est @ une dimnution d activité enzynmatique avec |a sécheresse.

A4.2.2. - TIGE

a) Elxaminons mai ntenant |'évolution des activités des amylacses
dans la tige, d abord par rapport a la quantité de protéines

- AMYLASE ACIDE = Tableau XIVa, -Figure 16 =«

« Chez e SOUNA3, il y a une dimnution d activité
enzymati que avec |a séecheresse dans |'extrait brut et le sur-
nageant .

- Chez le SYNTHETIQUE, il y a d' abord une |égére dim -
nution d' activité dans |'extrait brut au szme jour, Suivie
d'une augnmentation au 10&me jour ; au 14éme jour |'activite
enzymatique reste toujours supérieure a celle du témpin, bien
qu' il y ait une dimnution par rapport au 1p&me jour. Dans le
surnageant, aprés une dimnution d activité enzynatique au
géme jour par rapport au ténoin, la tendance est a une aug-
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- TABLEAU XIV a -

Fvolution de t'activité de 1l'amylase acide (en ng de glucose par ng de protéine par heure)
dans la tige des mils SOUNAq et SYNTHETI QUE 1-5-~GAM soumis a | a sécheresse.

2 3 e et e e o e et et S o e s o mm i m e gy Sp S m e e i e e e e T T T e N R M T S S T S T ST N R R R S S N RR RS S ISR RS SIS S SRR SR Ey
|===="7= “
] MIL SYNTHETIQUE ﬁ

S, HIL SCOUNA3 i
SECHERESSE 1-5-CAM ‘x‘|

il

en nombre 4

.. ACTIVITE DE ACTIVITE DE H

Ge jours  d’ eau L' AMYLASE ACIDE L' AWLASE AC DE T "

/0 i

. il
brut surnageant brut surnageant .

E:"

i

Témoin O 843,39 I, 00 1,00 0,34 0,50 1 062,79 511

i

ii

6 458,65 0,60 0,50 0,33 0,32 471,42 ’{H'

]

— i

i

10 301,60 0,54 0,58 0,48 0,40 440,54 I

!

]

|

14 263,63 0,19 0,28 0,42 0,50 316,606 n

|

|

[ Y S F HEooremme oo T ESNEIONS ISR mEmEs




- TABLEAU XV a -

Evolution de l'activité de 1'amylase alcaline (en mg de glucose par mg de protéine par heure)

dans la tige de mils SOUNAg et SYNTHETIQUE 1-5-GM soumis a la sécheresse. .

zF::::I:.‘:—:::::::::::: e mmEme e e e I I T T I N T NI I NN EERNNIUISEEERT ::::::::.’—':::::::::::::::.'::::L‘.“_‘:::::::::’lll
Il

MIL SYUTHETIGUE i

oo MIL SOUNA3 i
S&oﬁﬁPﬁSSE Z—5~GA!1 ];l

il

en nombre __%
L. ACTIVITE DE ACTIVITE DE )

s o i

ae Jours % d'eau L'AMYLASE ALCALINE L'AMYLASE ALCALINE 5 dreay !
—5.3. dans dans //7;83
brut | surmnageant brut surnagecnt o ﬁ :

i

i

Témoin O 843,39 0,64 1,20 1,00 0,40 1 062,79 I
i

i

i

6 458,65 0.60 0.60 0,70 0 .90 471,42 i

i

i

*:

10 301,60 0,50 0,80 0-60 0,84 440,54 |

s #

ﬁ

i

::

14 263,63 0,34 0,56 0 .60 0,87 316,66

i

[ S 3 e - R smommTmm T =D I oD mIEmE S oENEDORTSSaTs AREEOmomEns 3y T T Ty ;:=====:===;ﬂ
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mentation d activité avec la sécheresse, €t au 14gme jour
1 “activité enzymatique chez la plante soumise & la sécheresse

égale celle chez le témoin.

- AMYLASE ALCALINE - Tableau Xva et figure 17 =

= Chez le 80UNAg, l'activité enzymatique diminue avec

la sécheresse, surtout dans le surnageant.

- Chez le SYNTHETIQUE, dans I extrait brut il y a une
diminution d"activité par rapport au témoin, suivie d“une
stabilisation. Dans le surnageant par contre, il y a une aug-
mentation dTactivité enzymatique par rapport au témoin, et
jusqu a la Ffin du traitement l'activité de 1= enzyme chez la
plante soumise a la sécheresse reste supérieure & celle chez

le "témoin.

Donc dans la tige, les amylases ne semblent pas augmen-
ter dractivité chez le SOUNAg 3 chez le SYNTHETIQUE, 1"amylase
acide augmente d"activité dans I'extrait brut ; avec I'amylase
alcaline cette augmentation se trouve plutdét dans le surna-
geant. Les amylases, lors du déficit hydrique, seraient trés
inactivées ou détruites assez tot chez le SOUNAg ; chez ie
SYNTHETIQUE une des amylases au moins augmenterait d activité
et serait activée par le déficit hydrique dans la phase solu-
ble, ou au niveau des structures sédimentables de la cellule

ou dans les deux.

b) Maintenant examinons ce qui se passe lorsque l'activité

enzymatique est exprimée en fonction de la matiére séche.

- AMYLASE ACIDE =~ Tableau XIVb =~

« Chez le SOUNA3, aprés une diminution d"activité enzy-
matique au Beéeme jour, il y a une stabilisation de l'activité
jusquTau 10&me jour ; au 14éme jour de sécheresse, lTactivité

est trés faible gzns l'extrait brut et le surnageant.




110

- TABLEAU XIV b -

Evolution de 1l'activitd de l'amylase acide (en mg de glucose par mg de matié&re s&che par heure)

dans la tige ces mils SOUNAg et SYNTHETIQUE 1-5-CAM soumis d la sécheresse.

.Er23$=====:=:======:======:==:====:=============:=:=:==:==::==========::=:::====:==:===:=::========
ﬁ MTL SYNTEETIQUE

i PR MIL SOUNA

i

i

) en nombre

i ACTIVITE DE ACTIVITE DE

1l LS

! ae gours % d'zau I.'AMYLASE ACIDE L'AMYLASE ACIDE T
i ,,,//”” ; dedan
i 2.5, acns dans //P;/.—S‘

i brut surnageant brut surnageant e

; [

¥ Témoin O 843,39 0,09 0,06 0,05 0,06 1 262,79

i

'1|1 = ki
g "
3 6 458,65 0,04 0,03 0,04 0,03 47 ,42

i

]

E‘

i lo 301,60 0,04 0,03 0,04 0,03 4o, Sh

g .

H pr—— u
w 1
I i
i 14 263,63 0,015 0,017 0,03 0,03 316,66 i
3

i i
F:::::::::::::::::::::======::=:=:=:=“_'.2='.3=::::::::::::::::::::Tﬂ======;‘-‘===========::====::‘_:::::::Z::E*
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- Chez le SYNTHETIQUE, le nméme phénonene est observé,
c'est-a-dire une dimnution d activité suivie d une stabili-
sation de celle-ci. Cette stabilisation est plus inportante
dans le cas du SYNTHETI QUE que dans celui du SOUNA5.

- AMYLASE ALCALI NE = Tabl eau XVb =

- Chez le SOUNAg il y a une dimnution d activité au

6eme jour de la sécheresse, suivie d une tendance & une sta-
bilisation, qui est plus nette dans |e surnageant.

- Chez le SYNTHETIQUE, il y a une dimnution d activité
dans |'extrait brut, suivie d une stabilisation jusqu'a l|a
fin du traitenent. Dans |le surnageant, il y a plutdt une -aug-

mentation d'activité par rapport au ténoin.

Donc, |a tendance des anylases dans la tige des mls
[ expression par rapport & la natiére séchelest 3 une dim -
nution d'activité enzymatique dans lesprem ers jours de sé-
cheresse, suivie d'une stabilisation jusqu’a une certaine
limi te.(1l'activité de 'amylase alcaline augmente dans | € surnageant du
SYNTHEYIQUE).

- Au niveau de la tige, il ne semble pas y avoir une
augmentation d'activité des amylases chez le SOUNA3 avec la
sécheresse (quel que soit le npde d' expression des résultats
choisis). Chez le SYNTHETIQUE, une augnentation d'activite
existe, quel que soit |le node d' expression des résultats
dans |e surnageant pour |'anylase alcaline ; pour |'anylase
acide, |'augnmentation d'activité existe dans |'extrait brut
lorsque les reésultats sont exprimes en fonction des protéines.

-~ AU niveau de la feuille, une augmentation d'activité
existe avec la Sécheresse jusqu'a unecertaine |imte avec
’amylase acide chez les mils et |'arachide si | "activité
enzymatique est exprime en fonction des protéines. L'amy-
lase alcaline elle, baisse d’activité par rapport au témoin

chez les mls et augmente chez |'arachide avec |a sécheresse.

s ———— P o s —
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- TABLEAU XV b -

Evolution de 1'activité de 1'amylase alcaline (en mg de glucose par mg de matidre s&che par heure)

dans la tige de mils SOUNA, et SYNTHETIQUE 1-5-GAM soumis & la sécheresse.

SECHERESSE

en nombre

MIL SOUNA;

MIL SYHTHETIQUE

1-5-GAM

de Jours

ACTIVITE DE

ACTIVITE DE

% d'eau L'AMYLASE ALCALINE L'AMYLASE ALCALINE . i

_ % d'eau

i ,,/’gfg, dans dans —
] . P.S. [
i brut surnageant brut surrnageant n
1 Ji;
i i
5: Témoin © 843,39 0,05 ,07 0,1 0,037 1 062,79 |
j ::
i i
0 ’ I‘;
i 6 458,65 0,04 0,04 0,04 0,040 471,42
i i
i i
; i
i i
i 10 301,60 0,03 0,04 0,04 0,05 440,54 )
i i
i ]
i i
i i
i 14 263,63 0,03 0,03 0,04 0,04 316,66 i
i ’ i
}I?:=============:==================ﬂ*—=======::: e R R T T S I e T A e I e o e e r e R s o e e e e e e e e e s e et e e e o e "
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Iln'ya , en général, pasd' augnmentation d' activité des amy-
lases dans la feuille des milspar rapport & |'expression des
résultats en fonction de la matiere seche ; par contre, il vy

en @ une chez |'arachide, surtout avec |'anylase alcaline.

L' évolution de la valeur du rapport : teneur enprotei-
nes/matigre seéche en fonction du déficit hydrique dans la
feuille (tableau XI chez |le SOUNAS nmontre qu'il y a une sta-
bilisation de cette valeur jusqu' au 8amejour, il Yy aensuite
une dimnution de celle-ci. Concernant |'anylase alcaline,
elle serait tout sinplenent inactivée, dénaturée et détruite
au fur et a mesure que le déficit hydrique s'installe. L'aug-
mentation d'activité enzymatique de I'amylase acide peut s’'ex-
pliquer par une activation de |'enzyme par |a sécheresse, sur-
tout dans |e surnageant.

Chez |le SYNTHETIQUE, |a valeur dece rapport augmente
légdrement (dans la feuillel avant de se stabiliser et de
di m nuer en fin de traitenent ; concernant |'anyl ase alcaline,
le manque d'augnentation de son activité enzymatique Serait
dd aune inactivation de I'enzyme. Quanta |'anyl ase acide,

elle serait également inactivée.

Chez |'"arachide, la valeur du rapport teneur en pro-
téines/matiére séche diminue avec le déficit hydri que, |'aug-
mentation d’activité des amylases Serait donc due & une acti-

vation particuliere de |'enzyne.

Au niveau de la tige, la valeur de ce rapport (tableau
I V) diminue chez les deux mils et augmente en fin de traite-
ment pour | e SOUNAg ; elle se stabilise avant d' augmenter
chez e SYNTHETIQUE. Chez |le SOUNAS, le manque d’augmentation
de |'activité enzymatique (ces amylases) peut Ss' expliquer par
la diminution de |la teneur en nAtiéres enzymatiques, et peuz-
étre par une inactivation ; enfinde traitement il y aurait
une dénaturation de la protéine enzymatique. Chez le SYNTHE-
TIQUE, I'amylase alcaline doit étre trés activée, surtout
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dans | e surnageant. En ce qui concerne |'anylase acide chez
le SYNTHETIQUE, elle est inactivée dans les premers jours
de sécheresse ; en fin de traitement, nmalgré une trés 1légére
augmentation de la valeur du rapport teneur en protéines/
matiere seche, elle se maintient dans |e surnageant et dimi-
nue dans |'extrait brut [expression de résultats par rapport
a la matiéere s&gchel),ce qui suppose une inactivation [destruc-
tion ?) de |'enzyne, ou que dans |'augnmentation relative des
protéines il n'y a pas celle de la protéine enzymatique ; |les
deux phénonmenes peuvent intervenir en méme temps.

Si I'on se référe a la bibliographie, ceux parm |es
prem ers auteurs a observer une augnentation de |'activité
de |'anylase avec le deéficit hydrique ont été SPOEHR et MILNER
(1938) sur deux genres différents de plantes : HéZianthus
annuus et NLcoiiana kabacum (& noter que dans ce cas, c'est
la teneur en amdon qui a été suivie avec le déficit hydrigue:.
En outre, TAKACKI (1968) sur Vigna sinensis,ocbserve une aug-
mentation des activités des a et B anylases jusqu' a un cer-
tain seuil du déficit hydrique, il y avait ensuite une dim-
nution des activités des enzynes. Par ailleurs, VIEIRA DA SILVA
(1968 et 19703 obtient sur le cotonnier une augnentation d' ac-
tivité de |'anylase avec le déficit hydrique. D un autre coteé,
ADJAHOSSOU (1977), sur le palmer a huile, trouve une augnen-
tation d activité de |'anylase acide avec |a sécheresse.

Par contre, PDPOVA 119411 sur le blé, avait obtenu une
dimnution d activité de |'anmylase avec le déficit hydrique.

Les anylases, come dans le cas de |'invertase, augnmen-

tent la quantité des glucides solubles ; a ce titre, une aug-
nmentation de leur activité ne peut qu étre bénéfique pour la

plante eu égard aux r6les de ces glucides solubles dans la

e A TR BBt o



protecti on des systénmes nenbranaires de la cellule, et dans .

le maintien du potentiel osmotique de 1la plante.

Ainsi, comme nous I"avions indiqué précédemment (étude
sur 1'invertase), des auteurs comme VIEIRA DA SILVA (41888),
SANTARIUS (1973), HEBER et SANTARIUS (1876) ont rapport6 le
rdle bénéfique des glucides solubles pour la plante dans ies
conditions de déficit hydrique. Les anylases, comme 1l'inver-
tase, augmentant la concentration des glucides solubles, une
importante activité de celles-ci ne peut étre que profitable

a la plante dans ces conditions.




LOCALI SATION DES ENZYMES DANS DI FFERENTES
FRACTIONS CELLULAI RES, ETUDE DE LEUR
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A.5.1. = Introduction

La localisaton des enzynmes hydrolytiques a fait |'ob-
jet de beaucoup d’investigations et, avec le developpement
des méthodes détudes, des progrés notables ont été faits,
surtout avec |'ultracentrifugation et |e mcroscope électro-

nique.

Des reésultats inportants ont été obtenus par |'école
de DE DUVE [DE DUVE et WATTIAUX, 19661 qui découvre dans les
tissus d’animaux des organites spécialisés, contenant de la

phosphatase acide.

Ces particules, nommées LYSDSOMES, contenaient d' autres
hydr ol ases : cat hepsine, B-glucuronidase, ribonucl éase acide
et désoxyribonucléase acide. Lalyse deces organites entreine
une libération dg cse enzymes, libération qui faisait beaucoup

de dégats dans la cellule.

Dautres organites : |es péroxisones (DE DUVE et
BAUDHUIN, 19663 i1s0lés par BEAUFAY et al. (1864), contenalent
aussi des enzymescomme | 'urate oxydase, la catalase et la

D-amino acide oxydase.
Chez les végétaux, des particules cellulaires analogues

aux lysosomes des animaux, tout au moins dans la fonction, ont

été trouvées.
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Dans les cellules méristématiques de végétaux, deux
organites analogues aux lysosomes des animaux ont été trou-
vés : les sphérosomes (SEMADENI, 19671 et les provacuoles

(MATILE et MDDR, 19681.

D‘autre part, dans des cellules végétales jeunes, une
importante activité phosphatasique a été découverte, liée
aux invaginations des membranes des dictyosomes ou du réticu-
lum endoplasmique (POUX, 1963 ; MATILE et MOOR, 1968 ; et
BERJAK, 19721. Selon POUX (18963) et MATILE et MOOR (1888J. ce
sont ces invaginations qui fusionnent et donnent la vacuole
de la cellule mature. Ce qui fait, indique POUX (1883J, que
la majeure partie de la phosphatase dans la cellule mature
est localisée dans la vacuole et probablement dans la face

interne de sa membrane.

De son co6té, MATILE (1866), partisan du comportement
lysosomal de la vacuole, découvre, aprés avoir isolé des
vacuoles et protoplastes des racines du mails, que la majeure

partie de la phosphatase se trouve dans la vacuole.

Utilisant des méthodes biochimiques et ultrastruc-
turales, MATILE et WINKENBACH (19711 suivent I'évolution
des activités des hydralases avec la sénescence de la fleur
d e Ipomea purpurea.L’'étude ultrastrusturale montre que la
vacuole des cellules du mésophylle représente un comparti-
ment lysosomal. Avec la sénescence, cette vacuole se déve-
loppait et présentait des invaginations dans lesquelles les

éléments du cytoplasme étaient hydrolysés.

Par ailleurs, BERJAK (1872) étudiant chez la racine
d e Lepdddium satirum,la guantité de phosphatase acide dans
la vacuole, 1liée a l'origine et au développement de cette
derniére, conclut que le systéme vacuolaire doit représenter
une part importante dans le systéme lysosomal de la cellule

végétale.




Toujours a propos de structures végétales analogues
aux | ysosomes PITT (4973) sur des feuilles de pommes de terre,
isole une fraction |ysosomale riche en phosphatase ; |'auteur
~6tudie ensuite la solubilisation de I'activité de Il'enzyme
lors d'une infection de la plante par Phytophthora infestans.
Il y avait une augmentation de la solubilisation de Il’activité

de l'enzyme avec |’infection.’

D'un autre c6té, BIELESKI (1873), étudiant les pro-
blémes liés au métabolisme du phosphate chez la plante, indi-
que gque la localisation de phosphatase dans la vacuole est
conforme au fait que l'on trouve beaucoup de phosphate | Nnor -
ganique dans la vacuole, et que |es phospho-esters se trou-

vent plutdt dans le cytoplasme.

D autre part, sur des pétales de Hippeastrum, BUTCHER
et al.(1977) trouvent des hydrolases comme la phosphatase
acide, la ribonucl éase et la désoxyribonucléase dans la va-

cuole et le cytoplasme des cellules.

Ainsi donc, beaucoup de travaux donnent a la vacuole
une place inportante en ce qui concerne |a localisation des
enzyme.$ hydrol yti ques dans |la cellule végétale.

Chez les végétaux cependant, la localisation des enzy-
mes hydrol yti ques semble assez diversifiée. En plus des lieux
gue nous avons déja cités . sphérosomes, vacuole, cytoplasme,
etc.. , dautres Structures cellulaires contiennent des hydro-
lases. Ainsi POUX (1863) découvre une activité phosphatasique
dans le noyau des cellules méristématiques de blé.. D' autre
part, RAGETLI et al. (1988) et RAGETLI (1367) découvrent une
phosphatase | i ée aux chloroplastes. Par ailleurs, HADZIYEV
et al. (1969) découvrent également une ribonucl éase sur chlo-
roplastes de feuille de blé. En ce qui le concerne, VIEIRA
DA SILVA 11970, 761 sur |l e cotonnier, obtient une activité
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glevée de la phosphatase acide, de I'invertasa acide, de la
ribonucléase acide, et de 1l'oa et B amylases dans la fraction

cellulaire riche en chloroplastes.

Méme si |l'existence de lysosomes en tant que tels chez
les végétaux est souvent contestée (CORBETT et PRICE, 19671,
la notion de lysosomes reste ‘cependant valable chez les plan-
tes comme définissant une structure cellulaire contenant des
enzymes hydrolytiques, qui peuvent &tre libérées dans certai-

nes conditions : perte d'eau, sénescence, maladie, etc..

PITT (1975) fait une étude remarquable sur les lysosc-
mes. Considérant les résultats de travaux aussi bien dans les
domaines biochimique et cytologique que dans celui ultrastruc-
tural, conclut qu’il y a une forte analogie entre les organi-
tes cellulaires végétales contenant des hydrolases acides et

les lysosomes des cellules animales.

A.5.2. - Détermination des fractions cellulaires

Pour étudier la distribution des activités enzymatigues
dans différentes fractions cellulaires de plantes normalement
arrosées et de celles soumises & la sécheresse, nous avons uti-
lisé des feuilles du mil SYNTHETIQUE 1-5-GAM de 40 jours d’age.

Apres homogénéisation d'un tissu foliaire, I'homogénat
est centrifugé pendant 30 mn a 2 580g, ce qui nous donne un
culot Cl et un surnageant SI. Le surnageant S| est a son tour
centrifugé a 31 890g pendant 1 heure, on obtient ainsi un
deuxiéme culot CIl et un deuxiéme surnageant Sll. Les trois
fractions : CIl (lourde, chloroplastiquel, CIlI (légére moyennel
et Sy (solublel sont reprises avec le méme volume de TRIS
HC1 0,02M, pH = 7,2 contenant du TRITON X 100 a 0,15% (voir
résultats sur I'action du TRITON X 100]. Les activités de la
phosphatase acide, de Il'invertase acide, de 1'a et B amylases
et les teneurs en protéines et en chlorophylle sont mesurées

dans ces trois fractions.
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Les plantes ont subi les traitements suivants :© T, =
témoin, T, = 7 jours de sécheresse, T, 510 jours de sécheresse

et T2 13 jours de sécheresse.

A.5.3. = Résultats et discussions.

Pour les résultats, voir tableaux XVI et XVII et figures
18a, 18b et 18c.

= La distribution de la teneur en protéines varie gdans
les différentes fractions en fonction de la sécheresse. Chez
le témoin (T,) les pourcentages des protéines sont 74,61 pour
Cl- (fraction riche en chloroplastesl 8,08 pour C;r [fraction
moyenne, légeére) et 17,30 pour Sy (fraction soluble]. Dans
le traitement T, on trouve respectivement : 68,15, 6,36 et
25,49 % ; dans T, : 58,03, 13,75 et 28.22 % ; et enfin dans
T, : 56,08, 15,54 et 28,38 %.

On constate qu"il y a wune solubilisation des protéines
avec la sécheresse, surtout a partir de la fraction chloroplas-
tigua ; ceci confirme les résultats obtenus par MARIN et VIEIRA
DA SILVA (1872) sur le cotonnier. Ces auteurs obtiennent en
effet une solubilisation de 1la teneur en protéines des chloro-
plastes avec la secheresse au profit du cytoplasme, et cela
en rapport avec l1Taugmentation d"activité de la ribonucléase
qui diminuait la teneur des chloroplastes en ARN. D’'autres ré-
sultats obtenus sur la méme plante par VIEIRA DA SILVA (1870,
19761 montrent également une solubilisation des protéines avec
la sécheresse, surtout a partir de la fraction cellulaire riche

en chloroplastes.

- En ce qui concerne la chlorophylle, bien qu’il y ait
une baisse de la quantité totale avec la sécheresse, la frac-
tion riche en chloroplastes conserve quand méme assez bien le
pigment. Ceci également confirme les résultats de VIEIRA DA
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-~ TABLEAU XVI =

Distribution de |'activité de la phosphatase acide (en u mles de P.N.P. par my de protéine par heure),

de |'invertase acide, des anylases acide et alcaline (en ng de glucose par ng de protéine par heure)
dans trois fractions cellulaires : O (chlorophastique, lourde), QI (noyenne, |égére) et SII (sol uble)

chez un m| SYNTHETI QUE 1-5-GAM ténoin et chez la néne plante traitée a | a sécheresse,

o et v P o g et ot s e g g R Pt i o o et e ok

. s s et s o S8 B AL e e S o ot e i i

PHOSPHATASE  ACI DE INVERTASE ACI DE AMYIASE ACI DE AMYLASE  ALCALI NE
|
!II============= -+ 17 %
| HOMBEE DE i
14 rzs I
“ 2 /P/S .
i': SECHERESSE Cr Crr Str Cr Crr ST Cr Crr STr Cr Crr 51T
|
H Ténoi n i
b 0 1176,26 2,181 4 14,9 0,05 0,9 0,4 0,16 1,0 0,30 0,34 0,55 |.0,92 1
i :
7 505,52 | 2,87 6 15,57 | 0,055 | 0,61 | 0,62 | 0,46 | 2,16 | 1,88 | 0,50 | 2,66 | 1,72 ]
. i
I
10 386,94 | 2,98} 2,46 | 11,95 0,10 0,27 0,38 0,32 0,76 1,64 0,63 1,02 1,56
it . ~ e ~ N ~
i3 177,28 | 2,43| 0,91 | 10,97 | 0,13 | o 0,32 | 0,23 | 0,63 | 1,25 | 0,44 | 0,42 | 1,36
ia‘=’===-_-==-'-‘===== tIEERSSsSSs Easstf oo o s e e e s s e N e T T N S SR s S e S s T T N T T T
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- TABLEAU xviI -

Distribution des quantités de protéineset de la chlorophylle dans trois fonctions

cellulaires :

Cr, C11 et Syy chez le mil SYNTHETIQUE I-5-GAM témoin et

chez la méme plante traitée 3 la sécheresse.

F::::’::::’.:::::: o g = -t e T
|
|
A QUANTITE DE PROTEINES QUANTITE DE CHLOROPHYLLE |
Jr
de JOURS de | * ¢'FAV en -
SECHERESSE P.S. mg par ml homogenat :ug par ml solution l
Cr Crr 511 Cr Crr1 Str
f
i H
li Témoin I
i 0 1 176,26 1,72 || 0,18 0,4 27,82 1,44 0,86 !
) i
I
7 505,52 2,00 || 0,18 0,75 27,53 1,44 0,57
i 10 386,94 2,00 || 0,47 0,97 26,08 0,86 0,28 U
”x ?
I !
i -+
13 177,28 2,07 || 0,57 1,05 18,55 0,28 0,14
l=======:======- R T s e s e e s e e e e e e e e e B e e e Y
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FIG. 18a :Distribution de l'acfivi!e enzymatique et de la quonﬁte de chlorophylle dans trois fractions cellulaires. En hachures la

fraction chloroplastique, en poinﬁ“es la fraction moyenne, en blanc le surnageant. En ordonnées I’uctiviie relaﬁve(A R), o la teneur

relative (TR) est le rapport entre le pourcentage d’activite ou de teneur et le pourcentage de proteines correspondant a la fraction.En

abscisses (chiﬂres a la base des recl‘angles)'il est indiqué le pourcentage de proteines correspondant a la fraction. Les chiffres sur les

rectangles indiquent le pourcentage d’activite ou de teneur qui correspond a la fraction.

To - temoin T] = 7 iours de secheresse T2: 10 jours de secheresse T3 . ]3|'ours de secheresse
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SILVA (1970 et 19761 qui trouve sur le cotonnier que la frac-
tion riche en chloroplastes gardait toute sa chlorophylle avec

le déficit hydrique.

Pour ce qui est de la distribution des activités des
enzymes dans les différentes fractions, nous avons trouvéd chez
le témoin (Tg) une activité e"nzymatique dans la fraction riche
en chloroplastes, ce qui confirme les résultats de YIN (19453,
RAGETLI et al. (1868} NIR et al. (13966), RAGETLI (18967} et
VIEIRA DA sSiILvA (1870, 19761 sur la phosphatase acide, et VIEIRA
DA SILVA (18970, 19761 sur la phosphatase acide, l'invertase

acide et I"a et la B amylases.

La fraction moyenne ‘(C][ } dont nous no counnalssons pa
la composition oxocto, mais qui contiendrait certalnement dos
microsomes et des débris membranaires, montre aussi une acti-
vité des enzymes étudiées, activité élevée dans le cas de
I'arnylase acide et de l'invertase acide. VIEIRA DA SILVA {1%70,
19761, chez 1le cotonnier, obtientdans cette frac tion moyenne les
activités enzymatiques de la phosphatase acide, de 1'invertase, st
de la B amylase, mais pas celle de 1'a amylase. Au niveau ae
la fraction soluble il y a aussi une activité des enzymes étu-
diées : phosphatase, invertase et arnylase acides, ainsi que
l’amylase alcaline. Ces résultats sont également conformes &
ceux obtenus par VIEIRA DA SILVA (1870, 19761 sur le cotonnier
concernant les mémes enzymes. Cette activité des hydrolases
dans la phase soluble peut s’expliquer par I1"existence d'hy-
drolases, soit dans le cytoplasme (BUTCHER et al, 19771, soit
dans la vacuole (POUX, 1963 ;_MATILE, 1966, 69, 75 ; MATILE
et al, 1968 ; MATILE et al, 1971)(et la, il interviendrait
des problémes d’'extraction), soit dans ces deux localisaticns
en méme temps. D’autres vésicules cellulaires fragiles pour-
raient également étre détruites et libéreraient ainsi leur
contenu dans la phase soluble. Concernant la vacuole, VIEIRA
DA SILVA (4870, 761 sur le cotonnier, y trouve un Taible pour-

centage (1 %) de la phosphatase acide ; il conclut que 1le con-
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tenu vacuolaire ne doit donc pas contribuer de facon signifi-

cati.ve a l’activité phosphatasique de la cellule.

Avec la sécheresse, la distribution de l'activité des

enzymes est la suivante

- PHOSPHATASE ACIDE. L'activité de I'enzyme se solubi-
lise au fur et & mesure que la sécheresse se développe, surtout

a partir de la fraction riche en chliorocplastes. En effet, lg
culot perd son activite avec la sécheresse, cependant que le
phase soluble s’'enrichit en agtivité phosphatasique. Dans la
fraction Ciy, apreés une baisse d’'activité au T, consécutive a
une perte légére de protéines, il y a une augmentation de I’ac-
tivité de l'enzyme au T, qui est aussi consécutive a une augmen-
tation de protéines dans cette fraction. En fin de traitement,
malgré l'augmentation du pourcentage de protéines dans cette
fraction, il y a une baisse d’'activité de I'’enzyme, ce qui

peut s'expliquer par une perte d’'activité de |'enzyme [destruc-

tion 7).

= L'INVERTASE ACIDE. La phase soluble (Sy7) voit I'acti-

vité de l'enzyme y augmenter avec la sécheresse ; cette aug-
mentation est surtout importante au T,, et ceci en rapport
avec une perte d'activité importante par la fraction Ci. Le
culot C1, apres avoir perdu de l'activité enzymatique au T,,
voit celle-ci augmenter au T, et T,, malgré la baisse de la
teneur en protéines dans la fractiorn, ce qui suppose une acti-
vation de I'’enzyme dans cette fraction avec la sécheresse. La
fraction CIl, quant a ce qui la concerne, perd de l'activité

enzymatique (jusqu’a s’annulerl avec la sécheresse.

- L’AMYLASE ACIDE. La fraction C; perd de l'activite
enzymatique au fur et a mesure que la sécheresse dure, et ceci

en rapport avec la perte de protéines. La fraction Cy1 édgale-
ment, perd de |'activité enzymatique avec le déficit hydrigue,

en rapport avec une perte de protéines au T,, malgré 1'augmen-




tation de la quantité de protéines au Tz ; au 7, il semble vy
avoir une légere augmentation dT"activité par rapport au T, et
T,, augmentation qui peut £&tre liée a celle des protéines gans
la fraction, ou & I"activation de [I"enzyme ou aux deux phéno-
ménes & la fois. La fraction SII, quant a ce qui la concerne,

voit [lTactivité de |I"enzyme y augmenter avec le déficit hydri-

que.

=~ L"AMYLASE ALCALINE. La fraction Cy perd son activité

enzymatique avec le déficit hydrique. 11 y a wune légére augmen-
tation d"activité au T, par rapport au T,, malgré la solubi-
lisation des protéines, ce qui peut s’expliquer par une activa-
tion de I"enzyme avec la sécheresse. Dans la fraction Cyp, l'ac-
tivité de I"enzyme augmente au T, malgré la perte des protéines
dans cette fraction ; ensuite il y a une baisse d'activité
enzymatique (T,, T,) malgré une augmentation de la quantité

de protéines ; une activation par la sécheresse de I enzyme
interviendrait dans le premier cas (T,), et wune inactivation ou
une dénaturation dans les deux derniers cas (T, et T,). L’acti-
vité dans le surnageant (SII] augmente au fur et a mesure que
la sécheresse s"installe et que les protéines sont solubilisées.

En conclusion, nous avons obtenu une activité des enzy-
mes étudiées [phosphatase acide, invertase acide, amylase acide
et amylase alcalinel dans les trois fractions cellulaires

[CI triche en chloroplastesl, CclIl1 (moyenne, 1légére)
et SllI (Soluble)J de tissu foliaire du mil SYNTHETIQUE 1-5-GAM.
Une solubilisation de 1la teneur en protéines et de l'activité
enzymatique avec la Sécheresse a été également obtenue, ce qui
confirme les résultats de VIEIRA DA SILVA (1870, 78) chez 1le
cotonnier. Cette solubilisation se fait surtout & partir de 1la
fraction riche en chloroplastes, pour les protéines, la phospho-
tase acide, l'amylase acide et I"amylase alcaline, ce qui est

conforme aux résultats obtenus sur la méme plante (cotonnier)

par le méme auteur. En ce qui concerne l'invertase acide, aprés

b



une inportante solubilisation de 1 "activité de I-enzyme & par-
tir de la fraction riche en chloroplastes {(Ct) dans les pre-
mers jours de sécheresse (T,), cette fraction 'semble repren-
dre de |'activité enzymatique avec | a sécheresse. La fraction
Crr Qui  contenait beaucoup d"activité chez le témoin (Tg) par-
ticipe également a 1la solubilisation de l"activité de 1"enzyme
avec: le déficit hydrique ; cette participation est moins | npor-
tante avec I amylase acide, laquelle également Se& trouvait en
forte proportion dans cette fraction (Cyr) chez la plante té-

moin.

Il faut Signaler aussi que 1la solubilisation de 1l'acti-
vité enzymatique obtenue ici avec le déficit est moins irrpor-
tante que celle obtenue par VIEIRA DA SILVA 11970, 761 sur le
cotonnier, il intervient certainenent des problemes de diffé-
rence de résistance & |la sécheresse entre ces deux pl antes.

Les mils sont en général reconnus conme étant particuliérenent
résistants a |la sécheresse.

Le déficit hydrique agit donc sur |les chloroplastes, ce
qui entraine une perte de protéines et une solubilisation de
| "activité des enzymes hydrol yti ques contenues dans ces orga-
nites ; ces faits pourraient expliquer I action de la séche-
resse sur |"appareil chloroplastique.
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CONCLUSIONS SUR L'ACTIVITE ENZYMATIQUE
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Nous avons, dans |e présent travail, eéetudié les activi-
tés d' hydralases comme |a phosphatase, |'invertase acide et
| es amyl ases a et B chezdes plantes en conditions hydriques
nornmales et déficitaires.

- Lorsque |'activité enzymatique est exprimée en fonc-

tion des protéines, il y a, dans la plupart des cas, une augmen-
tation d'activité de ces enzymes avec le déficit hydrique, sur-
tout chez les sorghos et chez |'arachide. Il existe des cas de

diminution d activite surtout chez les mils SOUNA; et SYNTHETIQUE
1-5-GAM. La différence de résistance & la sécheresse entre ces
plantes expliquerait certainement ces différences notées au ni-
veau de |'évolution des activités enzymatiques. Les mils sont

en effet reconnus comme étant trés résistants a |la sécheresse.

-« Lorsque |'activité enzymatique est exprimée en fonction
de la natiére seche, il y a dans certains cas une augmentation
d activité enzymatique avec l|la sécheresse. Chez les mls, il
exi ste beaucoup de cas ou |'activité de ces enzynes dimnue, il
peut s'ensuivre une stabilisation de celle-ci.

Si on observe |'évolution de la valeur durapport teneur
en protéines/matigre seche, on constate qu' elle dimnue dans |a
plupart des cas avec le déficit hydrique, ce qui indiqua qu'il
y aurait une perte de protéines par la plante dans ces condi-
tions, dou certainenent |'action des protéases.
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«L'étude€l ectrophorétique nontre qu'il n'y a pas de
changements dans le nombre des bandes avec la sécheresse en ce
gui concerne la phosphatase acide chez les mils. Iy a un
changement dans lintensité de | a coloration des bandes, et
celles-ci voient en génér al | eur col oration sintensifier
avec la sécheresse, de fagon non uniforme ; ceci nontre wure
solubilisation plus i mportante des protéines [donc de 1'enzyme]
chez la plante traitée en valeurs différentes pour les diffé-

rentes enzymes isolées.

- En ce qui concerne 1'étude de la localisation des
enzymes et de | eur solubilisation avec la Sécheresse, nous
avons obtenu une activité des enzymes étudiées dans la frac-
tion Jlourde riche en chioroplastes, dans la fraction |égere
contenant certai nement entre autres des mcrosones et des de-
bris menbranaires, et dans la fraction soluble. La solubilisa-
tion des protéines et des activités de ces enzymes S'est faite,
pour |'"essentiel, a partir de la fraction riche en chloroplas-

by

tes, au fur et a mesure que le déficit hydrique s'installait.

L’augmentation d’activit¢ des enzymes hydrol yti ques, et
celle de | eur solubilisation avec la Sécheresse peuvent étre

dues & plusieurs facteurs :
= Libération d’enzymes jusque-la contenues dans des
organites cellulaires,
= Activation d’enzymes “potentielles” : les zymogénes,
- Une synthése de novo,

ces facteurs pouvant agir individuellement ou en méme temps.

L'une des principales causes de cette augmentation d’ac-
tivité et de solubilisation semble étre | a |libération d’enzymes
jusque la contenues dans des organites cellulaires. Les résul-
tats que nous avons obt enus avec |'action du Triton X 100 [do-
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sage quantitatif et électrophorésel sur les structures cellu-
laires vont dans ce sens. Ce détergent désorganise les struc-

tures cellulaires, ce qui entraine une augmentation d’'activité

enzymatique dans la fraction soluble.

A l'appui également de I'hypothése de décompartimenta-
tion, il y a I|'étude sur la solubilisation des protéines et
I'activité des enzymes avec la sécheresse, On a vu en effet
qu’au fur et a mesure que 1la sécheresse s’'installait, les pro-
téines et les enzymes contenues dans la fraction riche en chlo-
roplastes “quittaient” celle-ci pour la fraction soluble, ce
gui indique un désorganisation de ces structures. Des résul-
tats,. analogues avaient été obtenus par VIEIRA DA SILVA (187C,

761 sur le cotonnier.

Sur le cotonnier, MARIN et VIEIRA DA SILVA (1872)
avaient observé que lorsque la plante subissait une déshydra-
tati.on, il y avait une perte de protéines et de ribosomes

chloroplastiques au profit du cytoplasme.

Par ailleurs, VIEIRADASILVA (1878)constate sur le
cotonnier gque les chloroplastes semblaient étre les organitos
cellulaires les plus sensibles aux contraintes que subissait
| a plante. C’est ainsi que la déformation des thylakoides et
la disparition des ribosomes étaient parmi les premiers effets
observés chez G.hinsutum lors du déficit hydrique. Au niveau
des mitochondries également, selon le mémeauteur, il y avait
des modifications avec le dé&ficit hydrique ! enflement, des-
truction interne ; la membrane externe semble mieux résister

gue la membrane interne.

La destruction des membranes des structures cellulaires
entraine donc wune libération des enzymes hydrolitiques. Mais
dans cette destruction il n'y aurait pas seulement un facteur

physique, il interviendrait également wun facteur biochimique.

- b IR SRR B



Les protéases, et surtout l|les |ipases, pourraient égale-
ment intervenir pour déstabiliser les membranes. Aussi VIEIRA
DASILVA et al. 119743 nontrent, chez |le cotonnier, que la
sécheresse augmente les activités des lipases alcaline et acide;
la premiere entre les lamelles des chl oropl astes, et [|a seconde
entre |es lamelles des chl oropl astes et dans la mitochondrie.
Chez une espéce de cotonnier résistante a |a Ssécheresse, VIEIRA
DASILVA (1874) trouve qu'il n'y avait pas une telle activa-
tion avec la sécheresse, et que la plante gardait jusqu’a une
certaine limte ses structures intactess Ceci senble confir-
mer I'hypothése de NIR et al, (1370), selon laquelle les lipi-
des étaient déplacés de leur position dans la mitochondrie et
dans d' autres systénes nmenbranaires de la cellule avec la dés-
hydr at at i on.

Pour  éviter  cette déstabilisation des mnenbranes, plu-
Si eurs substances de nature chimique différente peuvent appor-
ter leur protection aux nenbranes. Ainsi selon SANTARIUS (19641,
les glucides solubles pourrai ent renpl acer les ponts hydrogénes
perdus par |es nenbranes avec |e départ de I'eau. Par ailleurs
SANTARIUS et HEBER 119671 observent que la réaction de Hill
¢tait conservée |lors dune deshydratation des chl oropl astes
s'il y avait |la présence deglucides come |e saccharose. En
outre, SANTARIUS (1873)nontre le role protecteur des glucices
sur les thylakoldes lors dune déshydratation des chl oropl astes.
D autre part,HEBER et SANTARIUS (1878) font état du double réle
protecteur des glucides : r0l e non spécifique par la diminution
de la concentration des substances toxiques a la nenbrane et
r 6l e spécifique par l|la stabilisation mémede |a nmenbrane. Con-
cernant ce dernier rdle, les auteurs se fondent sur |es tra
vaux de SANTARIUS (1871) montrant que malgré |la forte concen-
tration des substances toxiques pour l|la nenbrane, les glucides
prot égeai ent quand Méme |la nenbrane. Selon toujours HEBER et
SANTARIUS (1976), d" autres corps comme les acides aminés (pro-
lino, s8érine et glycinel pouvaient également apporter unc pro-
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tection a la membrane. Les auteurs indiquent également que
certaines protéines {thermostables) intervenaient directement

dans la structure des membranes et les protégeaient lors du
déficit hydrique. 1ls font également état, dans cette étude
remarquable, du ré6le protecteur pour la membrane de certains
composés semi-polaires, pourvu que leur concentration soit fai-
ble. Ces composés changeraient la structure de la membrane et
la rendraient plus résistante aux diverses attaques dont elle

serait 1"objet lors de la déshydratation.

En ce qui concerne le deuxiéme aspect du probléme, c'est-
a-dire la révélation des rymogenes, il pourrait représenter
une des premiéres phases du phénoméne de I'augmentation de
I'activité enzymatique. Des auteurs comme ITAl et BENZIONI
119761 pensent que des hormones comme I"acide absissique, pou-
vaient étre les facteurs conduisant a |I"activation de ces zymo-
gones. Loy protdases également pourralent Intervenir st entral-
ner une activation de ces zymogenes. En ce qui concerne la
phosphatase acide, il ne semble pas qu®il y ait une synthese

de novo [(VIEIRA DA SILVA, 1970, 19761.

L augmentation d"activité de certaines enzymes avec la
sécheresse revét plusieurs aspects, ce qui rend la question
extrémement complexe,et de nambreuses recherches sont encore

nécessaires pour élucider entierement le phénoméne..
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B.1 = INTRODUCTION

Les résultats obtenus sur les activités de l'invertase
et des amylases nous ont conduit & étudier la composition en
glucides non structuraux de nos extraits. Nous avons, pour
cela, prélevé des échantillons (1g) sur les mils SOUNA3 et
SYNTHETIQUE et de l’arachide 59-127 pour |'étude sur la feuille.
Sur la tige, les échantillons (0,5g)} ont été prélevés sur les

mils,

Nous avons appelé glucides totaux la somme glucides solu-

bles + amidon. Les échantillons des feuilles et tiges ont été

prélevés sur des plantes différentes.

5.2 . RESULTATS ET DISCUSSIONS.

B.2.1. - Examinons déja la situation qui existe dans
les conditions hydriques normales.

= FEUILLE « Tableau XVIII

Les mils montrent une teneur en glucides solubles supé-
rieure a celle chez l'arachide, laquelle a son tour a une te-
neur en amidon supérieure a celle chez les mils. Chez les mils,
| e SOUNA; contient des teneurs en glucides solubles et arnidon

supérieures a celles chez le SYNTHETIQUE.

- TIGE - Tableau XIX

Le phénomeéne observé dans la feuille chez les mils s’in-
verse dans la tige et le SYNTHETIQUE a des teneurs en glucides

solubles et amidon supérieures a celles chez le SOUNA;.




Tableau XvIiz —

Evolution de la teneur en glucides solubles, amidon 8t glucides totaux (glucides solubles +

amidon) dans la feuille (en mg de glucose par gramme de matiére s&che) des mils SOUNAj et

SYNTHETIQUE et dans celle de 1'ARACHIDE 59-127 en fonction de la sécheresse.

i ’_.__“._‘_.-‘..d_.__—,—g‘--—ﬂ—,ﬂ.—___—_-__’:::::::: _____________________________________ e P e it el e el it ql}
i |
EITRAITEMENT MIL SOUNA, MIL SYNTHETIQUE 1-5-GAM ARACHIDE 59-127 E
! SECHERESSE - !
H
k en nomwbre %Z d'eau] glucides Amidon || Glucides| Z d'eay}} Glucides Amidonl Glucides| |7 d'eap] Glucideq Amidoh Glucides
i de jours ”/E:;. solubles totaux P.SM solubles totaux ”’E:E. solubleg totaux
o |
1
i Témoin
1]
f 0 349,20 43,12 4,31 47,43 351,06 36,08 3,69 39,77 331,441 20,70 10,85 31,55
| |
: .III
i it
i i
3 309,33 44,53 4,00 48,53 335,04 59,86 3,64 63,5 327 19, 84 10,80 30,64
§
;
! 5 291,60 56,52 4,00 60,52 292,40 52 3,60 55,6 321,581 19,60 8,76 28,36 |
i
-
!
|
i 8 269,97 45,92 3,53 49,45 280,02 50 3,59 53,59 165,04 | 20,78 3,87 24,65
i .
= i
i [
* s
1 10 240,11 39,72 “ 2,85 42,57 269,65 49,09 3,10 52,19 34,74 25,43 3,82 29,25 |
|
j
i
i i
i 14 120,53 | 34,93 1,85 36,78 151,60 27,78 1,91 29,69 - - - - i
| |
i======«======= e e e it e e g S S e e e e o e e e -J;




Evol ution de | a teneur en glucides sol ubl es,

- TABLEAU XIX =

am don et gl ucides totaux (gl ucides solubles +

am don} dans la tige (en ng deglucose par gramme de matiére s&che) des mls SYNTHETI QUE et

SOUNA4,en fonction de la sécheresse.

e e

._g_._,...__._.___.,._-v—m_,‘x_._.-r_._~...——-—_——-._..._:=::=======:l:-_‘====z===:::::::::::::::::::::===:===:=======“
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i en nombre de 1 i
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it A |
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I |
! |
” e
; 0 843,39 32,29 3,82 36,11 1 062 79 75,32 4,aa 80,2 5
|
: Il
1 il
| |
g 6 458,65 66,71 3,8 70,51 471,42 60,00 3,30 63,30 1
|
1 i
10 301,60 94,05 3,00 97,05 440,54 97,72 2,70 100,42
i
1l
it
]
I i
‘ :
| 14 263,63 48,03 2,40 50,43 316,66 86,32 2,40 88,72 i
i
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Nous n"avons ©pas analysé la composition des glucides
solubles dans 1la Tfeuille et 1la tige des mils étudies, mais
BHATIA et al. 119721, SUr deux autres variétés de ml, trou-
vent que |a majeure partie des glucides solubles dans la tige
et les feuilles de Ce€S variétés est constituée par du saccha-
rose ; du glucose et du fructose.

B.2.2. « Evolution des teneurs en glucides solubles et
amidon dans la feuille et la tige avec le défi-
cit hydrique.

Dans I"ensemble des échantillons, tant au niveau de la
feuille qu au niveau de la tige, nous avons obtenu wune augmen-
tation de la teneur en gl ucides solubles et une dimnution de
celle €N  amidon, avec la Sécheresse. Ces résultats confirnent

ceux obtenus par VASSILIEV et VASSILIEV {1936} sur |l e tournesol
et le blé ; |LJIN 119571, sur plusieurs variétés de plantes ;
NAIDU et VENKATESWARLU (1867]) sSur | e mil : VIEIRA DA SILVA

(1868) sur le cotonnier ; ADJAHOSSOU (19771 sur le palmer a
huile et ApJAHOssou et VIEIRA DA SILVA (19781 SuUr le palmier

& huile.

L augmentation des glucides totaux avec la Sécheresse
dans la feuille [et que |'on n'observe pas chez |'arachidel et
dans la tige des mils pourrait s'expliquer non. seulement par |'hy-
drol yse de 1-amidon, et les transferts d un lieu a un autre de
la plante de ces gI uci des, mais aussi par une nouvelle synthése.
Il n'est pas inpossible, en effet, chez ces plantes reconnues

résistantes a la sécheresse, que la photosynthése continue a

se dérouler malgré les faibles quantités d"eau dans la plante.

Ainsi SLATYER (1970), comparant |les aptitudes de deux
Atniplex, wune C, et C,, a résister a la sécheresse, obtient un
mei | | eur rendenent chez | a vari éte c,. M conclut al ors que
chez la variété c, dans les conditions hydriques déficitaires,

la faible résistance des cellules du mésophylle au CO, compense
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partiellement la fermeture des stomates. Ainsi cette fernmeture
des stomates affecte beaucoup plus la transpiration que |a pro-

tosynthese.

= Dans la feuille, IlTaugmentation des teneurs en gluci-
des totaux et solubles avec la sécheresse se maintient plus
longtemps chez le SOUNA; que chez [le SYNTHETIQUE, ou aprés une
importante augmentation de | a teneur en ces glucides au 3éme
jour, il y a une diminution de celle-ci jusqu au 10&me jour,
bien que la quantité de ces glucides SOit supérieure a celle
du témoin. Au 14énme jour, les teneurs en ces glucides chez lg
SYNTHETIQUE deviennent | nférieures a celles chez le témoin. Chez
le SOUNA,, I augmentation des teneurs en glucides totaux et solu-
bl es se prolonge jusquau Séme jour de Sécheresse ; a partir de
la, elles diminuent chez 1l1a plante traitée, bien qu-elles res-
tent supérieures a celles chez le ténoin jusqu au 8&me jour.
AUx 1 Cenme et 14&me jours, les teneurs des glucides totaux et
solubles sont | nférieures a celles chez le témoin. La supério-
rite des teneurs en glucides totaux et solubles de la plante
traitée sur celles du témoin se CONServe plus longtemps chez
le SYNTHETIQUE (jJusqu®au 1l0éme jourl que chez le SOUNA3 (8éme

jour).

L*hydrolyse de I"amidon est assez faible d“une facon
générale en début de sécheresse. cette faiblesse de I1"hydrolyse
de I amidon se prolonge plus dans le tenps chez les mls que
chez |'arachide.

- AU niveau de la tige, |l es teneurs en glucides solubles
et totaux sont a tout moment plus élevées chez 1la plante trai -

tée que chez 1le témoin chez les deux mils, sauf chez 1le SYNTHE-

TIQUE au 6éme jour. Chez |e SQUNA,, I-augmentation des teneurs

en glucides totaux et solubles se maintient jusqu©au 10éme jour
de sécheresse. Chez | e SYNTHETIQUE, apres une diminution de
cellgs-ci au Bdme jour de sécheresse, | | 'y aune augmantation




jusqu’au 10éme jour, suivie d'une diminution au “14e&me jour.
L'amidon est, ici aussi, hydrolysé tres faiblement dans les
premiers jours de sécheresse chez le SOUNAj;, I'hydrolyse est
plus importante chez le SYNTHETIQUE, ce qui est certainement
a mettre en relation avec |'évolution de l'activité des amyla-
ses dans la tige de ces plantes avec la sécheresse (vcir étude

sur amylases]).

Les glucides solubles ont un rdle extrémement important
pour les plantes, surtout en condition de déficit hydrique.
Ainsi, HEBER et SANTARIUS {1964) indiquent que le manque d’'eau
entraine une rupture des ponts hydrogénes de lipoprotéines des
membranes, ce qui occasionne une perte d’activité comme la pho-
tophosphorylation par ces derniéres. Ils pensent que les glu-
cides solubles rétabliraient la stabilité de la membrane en se
substituant aux ponts hydrogénes de l'eau. Au niveau des chlo-
roplastes, la réaction HILL et la photophosphorylation sont
supprimées quand ceux-ci sont compléetement déshydratés (SANTA-
RIUS et HEBER, 19671 ; on peut y palier en ajoutant &la prépa-
ration, lors de la déshydratation,des glucides solubles. Par
ailleurs, VIEIRA DASILVA (1888) montre sur le cotonnier que
le potentiel osmotique de la seve dépendait de la concentration
en glucides solubles dans les tissus foliaires. En outre, SANTA-
RIUS (1873) trouve sur I|'épinard, que la protection des thyla-
koides était assurée pendant la déshydratation par la présence
de glucides solubles, et gque cette protection dépendait de leur
concentration et de leur poids moléculaire. D’autre part, HEBER
et SANTARIUS (19758) montrent le double réle protecteur des glu-
cides solubles pendant la déshydratation pour les membranes
role non spécifigue (par la diminution de la concentration des
substances toxiques pour la membrane) et rdle spécifique (par

stabilisation de la membrane].

*
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En conclusion, disons que dans la feuille des témoins
les mils ont une teneur en glucides solubles plus élevée que
1' arachide, qui @ son tour a une teneur en amidon plus élevée
que celles des mils. Le mil SOUNA; a des teneurs en glucides
solubles et amidon, dans la feuille, plus €levées que celles ¢hgz
le SYNTHETIQUE. Dans la tige, le SYNTHETIQUE a des teneurs en
glucides solubles et amidon plus élevées que celles chez le

SOUNA; .

Il y a dune fagon générale, une augmentation de la te-
neur en glucides solubles et une diminution de celle de |'amidon
avec la sécheresse. L‘augmentation des teneurs en glucides sclu-
bles dans la feuille de la plante soumise a la sécheresse &8t
plus importante chez les mils que chez l'arachide. Le mil SOUNA;
semble montrer une meilleure régularité dans l'augmentation des
glucides solubles (dans la feuille et la tige) que le SYNTHE-
TIQUE. La faible disparition de la teneur en amidonen début
de sécheresse est certainement a mettre en rapport avec l'évo-
lution des activités des amylases chez ces plantes. Nous rappe-
lons que, chez le SOUNA,, il n'y a que l'amylase acide qui aug-
mente d’'activité avec la sécheresse, et seulement dans la
feuille, surtout quand les résultats sont exprimés en fonction
des protéines. Chez le SYNTHETIQUE, l'amylase acide n’augmente
d'activité que tres peu dans la feuille (extrait brutl ; quant
a I'amylase alcaline, son activité n'y augmente guere. Au ni-
veau de la tige du SYNTHETIQUE, I'amylase alcaline y augmente
d’activité dans le surnageant seulement ; en ce qui concerne
I'amylase acide, l'augmentation de son activité ne se rencontre
gue lorsque les résultats sont exprimés en fonction des protéi-
nes, et seulement dans I'extrait brut, donc certainement dans

les structures sédimentables de la cellule,

L’augmentation de la teneur en glucides solubles chez
les mils doit donc faire intervenir d'une maniére assez réduite

les activités des amylases. Dans cette augmentation, en plus de




I"intervention limitée des amylases, celle de I"invertase, il
y aurait également les transferts d"un organe & un autre ce 1la
plante et peut-étre une biosynthése qui, malgré la faible teneur

en eau de la plante, pourrait se dérouler encore.

Le rbOle exact de ces glucides solubles chez 1le mil ern
conditions de déficit hydrique devra certainement étre déter-
miné, mais plusieurs auteurs rapportent chez d’'autres plantes
leur réle bénéfique pour la plante dans ces conditions {KEEBER
et SANTARIUS, 1964, 67 et 76 ; VIEIRA DA SILVA, 1968 et SANTA-
RIUS, 19731.
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Des phénomenes comme le gel lent qui entratne la forma-
tion de glace extracellulaire et 1la salinité, qui font perdre
de I"eau a 1la cellule, sont des agressions qui sont & rappro-

cher de celle de 1la sécheresse sur la plante.

Pendant la sécheresse, certaines plantes supportent assez
bien la déshydratation, d"autres la supportent mal, et l'une des
caractéristiques de l1"aptitude a supporter 1a déshydratation
est la stabilité enzymatique. Le sens, la vitesse et lI'impor-
tance de la variation de Il'activité d"une enzyme dépendent de
I"enzyme, de Il'aptitude de la plante a supporter la déshydrata-
tion et du taux du déficit hydrique. Les enzymes hydrolytiques,
guant a ce qui les concerne, se"mblent plutét augmenter d’'acti-
vité et l'importance de cette augmentation et celle de la solu-
bilisation de I"activité enzymatique dépendent de la capacité
de la plante a supporter la déshydratation (VASSILIEV et al.,
1936 ; SPOEHR et al., 1939 ; NIR et al., 1966 ; TAKAOKI, 1966
VIEIRA DA SILVA, 1968, 69, 70, 74, 76 ; VIEIRA DA SILVA et al,

1969, 72 et 741.

L augmentation d"activité d’'hydrolases comme la phcspha-
tase acide, la ribonucléase, les protéases et les lipases est
préjudiciable au métabolisme de 1a cellule dans les conditions
de déficit hydrique (KROGMANN et al., 1959 ; NIR et al, 1967 ;
VIEIRA DA sSiILvA, 1988, 70, 74, 76 ; CONSTANTOPDULOS et al, 1968
BOYER et al, 1970 ; .FRY, 1970 ; CHAMPIGY et al, 1971 ; BUTLER et
al, 1971 , VIEIRA DA SILVA et al, 1972 et 74). Par contre, collw
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d' hydrol ases come |'invertase et |es anylases senble plutot
étre bénéfique pour la plante dans ces conditions (GLASZIOU et
al, 1963 et 72 ,; SANCHER et al, 1963 ; HEBER et SANTARIUS, 1584,
67, 71, 73 et 76 ; VIEIRA DA SILVA, 19681.

Concernant la localisation cellulaire de ces hydrol ases,
beaucoup de structures de la cellule végétales ont été citées
vacuol es, |ysosomes, sphérosomes dictyosones, réticulum endo-
pl asm que, chloroplastes, etc.. (POUX, 1963 ; MATILE, 1966, 69
et 75 ; NIR et al, 1966 ; RAGETLI et al, 1966 ; RAGETLI, 1867 ;
VIEIRA DA SILVA, 1970 et 76 ; BERJAK, 1972 ; Bl ELESKI, 1973 ;
PITT, 1973, 75 ; BUTCHER et al, 19771.

Pour expliquer |'augnentation d'activité des hydrolasas
lors du déficit hydrique, |'une des hypotheses qui recueille le
plus d' adhésions est la destruction de |la nenbrane des organites
cellulaires et la libération des enzymes qui, jusque la, étaient
contenues dans ces structures. En effet, les organites come
les chloroplastes et |les mtochondries senblent tres sensibles
aux contraintes que subit la cellule lors d une déshydratation
(MARIN et VIEIRA DA SILVA, 1972 ; VIEIRA DA SILVA et al, 137< ;
VIEIRA DA SILVA, 1974 et 78). Les nenbranes de ces organites
peuvent étre protégées dans ces circonstances par des substances
de nature chimque variée : glucides solubles, certains acides
am nés, certaines protéines et quelques conposés semi-polaires
(HEBER et SANTARILJS, 1964, 67 et 76 ; SANTARIUS, 19731.

Une autre hypothese expliquant |'augmentation d'activité
d' hydrolases lors du déficit hydrique est |"activation des zymo-
genes, enzynes "potentielles". Ce phénonene pourrait étre |'une

des preniéres phases de |'augnentation de |'activité enzymatique.
La troisiéme hypothése qui essaiec d' expliquer 1'augmen-

tation de |'activité des hydrolases consisterait en une nouvelle
synthese de la protéine enzymatique : synthése de novo.

UL s AT - ——_




Nous avons étudié, apres quelques recherches préliminai-
res, la wvariation des activités des phosphatases acide et alca-
Line, de |'invertase acide et des amylases (0 et 8) lors du

déficit hydrique induit dans la plante par une suspension d'arro-

sage et untraitenment au PEG.600.

Nos échantillons d'études sont constituss fondamentale-
ment par deux vari étés de mi|l : SOUNA; et SYNTHETIQUE 1-5-GAN

et secondairenent par des sorghos Nk 120 et Nk 108, et par |'ara-

chide 59-127.

En ce qui concerne |la phosphatase acide au niveau Ce |a
feuille, i1 y a en général une augmentation d-activité et de
solubilisation de celle-ci avec |la sécheresse par suspensicn
d' arrosage lorsque |'activité enzymatique est exprimée en fonc-
tion des proteéines. Cette augmentation d-activité et de soclubi-
lisation est plus inportante chez les sorghos que chez les nils
chez les mils, les deux données sont plus importantes chez e
SYNTHETIQUE que chez 1le GSODUNA,. Ceci est conforme aux coOnmporte-
ments des plantes dans nos conditions de travail. Les deux nmils
résistent en effet mieux 3 la Sécheresse que |es sorghos, et le
SOUNA; est plus adapté a |a déshydratation que le SYNTHETIQUE,
touj ours dans nos conditions de travail. L' observation de 1a

solubilisation des protéines et des enzynes senble nontrer

qu-elle se fait & partir des structures sédinmentables de 1ia

cellule.

Si |'"activité enzymatique est exprimée en fonction ge la
mati ére seche, il y a en général une dimnution de.l'activité
enzymatique, sauf chez e SOthO NK 108. En méme temps, la va-
| eur du rapport teneur en protéines/matidre séche diminue en
général avec | a sécheresse (sauf chez. |le sorgho NK 108 dans un
prem er temps). Ceci indique une perte de protéines due certai-
nement & I-action des Pprotéases.

Au niveau de la tige, Il y a une augmentation dT"activité

de la phosphatase avec la Sécheresse Si |'activité enzymatique

i




est exprimée en fonction des protéines, surtout chez le SOUNAj ;
chez le SYNTHETIQUE, I augmentation n"existe qu"au Séne Jour ge
sécheresse. Il faut noter que, consécutivement a Il augmentation
d"activité de la phosphatase chez le SQOUNA3, il y a également

une irrportante augmentation des glucides solubles dans le méme
échantillon. L'énergie |ibérée par 1I"enzyme pourrait servir

nobili ser ces glucides solubles.

Si I"activité enzymatique est exprimée en Tfonction de
la mati ére seche, il n"y a augmentation d"activité enzymatique
que chez le SOUNA3. Laval eur durapport teneur en protéines/
mati ére seche diminue également avant d"augmenter a la fin du
traitement ; ici également I-action des protéases pourrait jus-
tifier cette diminution relative des protéines.

- Concernant le traitenment au PEG, ITactivité cie la phos-
phatase acide augmente en général chez le SOUNA; et le SYNTHE-
TIQUE quel que soit | e mode d' expression des résultats choisi..
La solubilisation de I activité de I"enzyme S€& retrouve surtout
chez | € SOUNA3 qui, par ces résultats, semble etre plus sensible
au traitement osmotique que le SYNTHETIQUE, bien qu-il ne soit
pas possible dans les délais de NOtre expérience 111 jours) de
noter des différences dans |e conportenent des deux plantes
lors du traitemont. La vyglgur du rapport tencur on protéines/

mati eére séche diminue avec la Sécheresse.

-~ Quant & la phosphatase alcaline, son activité augmente
aussi avec la Sécheresse, quel que soit le mode d'expression
des résultats choisi. Bien que | ' expérience soit plus limté2
dans le temps que celle sur 1la phosphatase acide (sécheresse
par suspension d'arrosage), les SO0rghos ne semblent pas hontrer
une augmentation de la solubilisation de I"activité de cette
enzyme avec | @ sécheresse, malgré une solubilisation des pro-

téines, méme si celle-ci est faible. Le SOUNAs; en fin de trai-

t ement solubilise plus lTactivité de I1"enzyme que le SYNTHETIQUE.
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fci aussi, la valeur durapport teneur enprotéines/matiére
séche diminue avec la sécheresse, dol une perte de proteines ;
l"augmentation d'activité de I'enzyme peut S'expliquer par une

activation de Il'enzyme avec la sécheresse.

- Létude él ectrophorétique sur |la phosphatase acice des
mils nrontre que lors de | a sécheresse, bien que | e nonbre de
bandes chez la plante traitée reste | e méme que celui chez le
témoin, il 'y a en général une intensification de | a coloration
des bandes avec | a sécheresse de valeurs différentes chez le
SYNTHETIQUE et chez le SOUNAj3; et suivant la bande. Ce phénomeéne
peut s'expliquer par laugmentation des protéines solubles au
détrinment des structures cellulaires sédimentables, la résis-
tance des structures cellulaires a la destruction étant diffé-
rente d'une plante @ une autre.

- L'invertase acide augmente en général d'activité dans

la feuille chez les mils et |'arachide si les résultats sont
exprimeés en fonction desprotéines. Si |'activité enzymatigue
est exprimée en fonction de la matiére séche, il y a en général

une assez large stabilisation chez le ml| et une augnmentation
chez |'arachide. Lavaleur du rapport teneur en protéines/matidre
seche est stable chez | e SOUNA;: chez le SYNTHETIQUE, aprés une
tres | égére augmentation au début, elle se stabilisera aussi.

Chez |'arachide, il y a une diminution de cette valeur avec la
sécheresse, ce qui suppose une | nmportante activation de i'anzyme

par la sécheresse.

- Au niveau de la tige, |'invertase acide augmente dac-
tivité avec la sécheresse chezles deux variétés de mls, si
les résultats sont expri més en fonction des protéines. Par rap-
porta la matiere seche, il n'y a une augmentation d’activité
enzymatique que chez le SOUNA3; en début de sécheresse ; ily a
une perte de protéines avec |la sécheresse (rapport teneur en

protéines/matiere géchel.




- Concernant les amylases, au niveau de la feuille,
I’amylase alcaline naugmente pas d’'activité chez les mils
avec la secheresse ; par contre son activité augmente chez
1 ' arachide. L'enzyme serait activéechez Il‘arachide en condi-
tions hydriques déficitaires et non chez les mils. L'amylase
acide n'augmente d’'activité chez le SYNTHETIQUE que dans I'ex-
trait brut et pas dans le surnageant ; chez I'arachide et le
SOUNA3, elle augmente d’activité dans les deux échantillons
jusgu'a une certaine limite, lorsque l'activité enzymatique
est exprimée en fonction des protéines. Chez le SYNTHETIQUE,
I'enzyme doit étre seulement active dans les structures ségi-
mentables. Si maintenant cette activité enzymatique est expri-
mée en fonction de la matiére séche, la tendance est a une sta-
bilisation de I’activité enzymatique. Si l'on se réfere a l'é-
volution du rapport teneur en protéines/matiere seche (gui
reste stable pour un grand temps chez les mils et qui décrofit
chez Il'arachide), ['amylase acide n’est activée d’une fagon

importante que chez [I'arachide.

Au niveau de la tige, les deux amylases voient leur acti-
vité diminuer avec la sécheresse chez le SOUNAj;, chez le SYNTHE-
TIQUE: , lI'amylase alcaline augmente d'activité dans le surnageant
et I"amylase acide elle, n'augmente d’activité que lorsque les
résultats sont exprimés en fonction des protéines et dans |'ex-
trait brut, sinon elle semble plutét se stabiliser aprés une

diminution d'activité en début de traitement.

Maintenant pour la localisation cellulaire des hydrolases
et la solubilisation des activités de celles-ci avec la séche-
resse, nos résultats montrent que les enzymes étudiées se trou-
vent dans la feuille de mil au niveau de la fraction cellulaire
riche en chloroplastes, de la fraction légére contenant certsi-
nement parmi d'autres éléments des débris membranaires et des

microsornes, et de la fraction soluble. L’obtention d'activité
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des hydrolases dans la fraction riche en chloroplastes confirme
les résultats de YIN 119451, RAGETLI et al. (19661, NIR et a1
(1966), RAGETLI (1887) et VIEIRA DA SILVA (1970, 7B).Une assez
importante activité des hydrolases serait donc contenue dans
le ctiloroplaste. La fraction moyenne est également dans cer-
tains cas, riche en activité enzymatique (amylase acide et
invertase acide), ce qui montre toujours la part importante
des structures sédimentables dans la localisation des hydro-
lases. L’activité enzymatique dans la fraction soluble peut
s’expliquer par Il'existence d'hydrolases dans le cytoplasme

(phase soluble) ou et dans le systéeme vacuolaire de la cellule.

Lors de la sécheresse, les protéines et les enzymes con-
tenues dans la fraction riche en chlsroplastes sont solubilisées
et vont enrichir la fraction soluble, ceci confirme I'hypothese
de la décompartimentation et de la destruction d'organites
cellulaires comme les chloroplastes lors de la sécheresse. Cette
hypothése qui semble étre actuellement admise pour expliquer
I'augmentation d’activité des hydrolases lors de la déshydrata-
tion,, est conflirmée par les résultats de beaucoup de travaux,

comme nous l'avons signalé au début de la conclusion.

Los régsultats quo nous avons abtenus concernant 1'augnen-=
tation de la teneur en glucides solubles et la diminution dg
celle en amidon chez les plantes étudiées (mils surtoutl con-
firment ceux déja obtenus sur d’autres plantes par d'autres
auteurs (SPOEHR et al, 1939 ; ILJIN, 1957 ; NAIDU et al, 1867 ;
VIEIRA DA SILVA, 1968 et VIEIRA DA SILVA et ADJAHOSSOU, 19781.

Pour finir, disons que pour l'essentiel, il y a eu une
augmentation d'activité des hydrolases étudiées avec la séche-
resse surtout lorsque l'activité enzymatique est exprimée en
fonction des protéines. Le rapport teneur en protéines/matieére

seéche montre qu’il y a une destruction des protéines avec la
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sécheresse. A ce niveau, I"étude des Protéases donnerait Cer-
tainement beaucoup d'informations. Pour |'essentiel Egalenent
NOUS avons NMONtré une solubilisation des pProtéines et des enzy-
mes & partir de structures cellulaires comme |es chloropiastes,
ce qui confirme I"hypothese de la décompartimentation avancée
pour expl i quer I"augmentation d-activité des hydrol ases iors ce
|a déshydratation. A ce niveau, I-étude des lipases et des Ppro-
t éases aiderait amieux conprendre cette déconpartinentation
chez le ml lors de la déshydratation. Les |ipases en particu-
lier, par leur action sur |es nenbranes, devraient jouer un role
i mportant dans Ia déstabilisation de cellesci |lors de |a déshy-
dratation de 1a cellule. Des auteurs (VIEIRA DA SILVA et al,
1874 ont montré I augmentation d"activité de ces lipases dans
des organites comme | es chl oroplastes et les mitochondries. Ces
organites, les chloroplastes en particulier, senblent étre |les
prem ers atteints | ors d-une déshydratation (VIEIRA DA SILVA,
19763. Il y a certainenment un tienentre |'activité de ces 1li-
pases et |a désorganisation observée chez ces organites lcrs
de la, déshydratation ; ceci indique |'inmportance de 1'étuce de
ces enzymes chez la plante qui subit une déshydratati on.

Nous connaissons les limites de hotre travai |, mais nous
avons tenu a apporter notre modeste contribution & la tache que
représente | ' étude de |la résistance & la sécheresse des plantes.
Nous €SPErons également avoir aidé a meux connaitre |la plante
le MIL, qui est I'une des Céréales |les noins étudi ées, et pcur-
tant son inportance alimentaire est considérable pour le Tiers-

Monde.
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Nous avons, sur deux variétés de mil : le SC]UNA3 et le
SYNTHETIQUE 1-5-GAM, apreés quelques recherches préliminaires,
étudié l'activité de quelques hydrolases : phosphatase, inver-

tase acide et amylases alcaline et acide, dans des conditions
hydriques normales et déficitaires (sécheresse par suspension
d’'arrosage et traitement osmotique par l'arrosage des plantes
avec le PEG 600); Nous avons aussi étudié la composition de nos

extraits en glucides non structuraux, dans ces mémes concitions.

La comparaison a été élargie dans certaines expériences,
d’une part a deux variétés de sorgho (NK 120 et NK 4108} pour
des raisons de caractéristiques de résistance & la sécheresse
généralement reconnues au sorgho, et d'autre part a l'arachide
(la 58-127) en raison de l'importance de cette plante dans le

cadre ou nous sommes appelés & travailler dans le futur.
Les résultats obtenus sont les suivants

1 - PHOSPHATASE ACIDE
a) Dosage quantitatif

- Activité enzymatique dans la feuille lors d'un déficit

hydrigque induit par la suspension d'arrosage.

Nous avons pu mesurer l'activité de la phosphatase acide
dans I'extrait brut, le surnageant et le culot chez les mils et
les sorghos. Dans les conditions hydriques normales, les sor-

ghos ont une activité enzymatique'plus élevée que les mils, ou
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le SYNTHETIQUE nontre une activité plus inmportante que celle
du SOUNAs.

Si |'activité enzymatique est exprimee en fonction
des, protéines, il y a en général wune augmentation de cette
activité avec l|la sécheresse. L augmentation de 1l'activité de
la phosphatase acide et de celle de sa solubilisation sont plus
importantes chez les sorghos que chez les mils, ou ces deux
données augmentent plus chez 1le SYNTHETIQUE que <chez 1le SOUNA3.

« Si I activité enzymatique €St exprimée en fonction de
la matiére séche, il y a en général wune dim nution d'activité
par rapport aux témoins, sauf chez le sorgho KK 108 ; si 1'san
observe la valeur du rapport teneur en protéines/matiére seéche,
on constate qu'elle diminue avec 1a Sécheresse, sauf chez le
sorgho NK 108 en début de traitement.

-~ Activité enzymatique dans la tige | ors d"un déficit

hydri que induit par 1a suspension d' arrosage.

Cette expérience, conduite sur les deux variétés de

mil, nontre lorsque |'activité enzymatique est exprinée en fonc-
tion des pI’Otéi nes, une augmentation d"activité des plantes
traitées par rapport a celle des ténbins surtout chez le SOUNAs ;
chez le SYNTHETIQUE, 1"augmentation dTactivité n"existe que

dans | es prem ers jours de sécheresse. Si les résultats sont
exprimés en fonction de la natiére seéche, 1 augmentation d"ac-
tivité ne se retrouve que chez le SOUNA3, chez le SYNTHETIQUE

il y a plutét une diminution d activité par rapport au teénoin.

La val eur du rapport : teneur en protéines/matiére séche
diminue avec la sécheresse, Surtout chez | e SYNTHETIQUE ; il vy
a augnentation de cette val eur en fin de trai tement, surtout
chez le SOUNAj;.
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= Activité de 1la phosphatase acide dans la fguille lors
dun déficit hydrique induit par traitenment osnotique.

Cette expérience effectuée chez les nmls nontre une aug-
mentation dTactivité de la phosphatase acide chez la plante

traitée par rapport au témoin quel gue soit le mode d expression

des résultats. La solubilisation de I"activité enzymatique | ors
du traitement est plus inportante chez | e SOUNAs que chez le
SYNTHETIQUE, ou il senble plutét y avoir une diminution ae celle-

Cl.

La valeur du rapport teneur en protéines/matiére seche
diminue | égerement avec le traitement chez |le SOUNA; ; chez le
SYNTHETIQUE cette diminution €St plus i nportante.

b) Dosage qualitatif :

L-étude €l ectrophoréetique effectuée sur |a feuille des
deux M 1S nmontre, dans nos conditions d"études, le méme nonbre
de bandes chez le SOUNA3 et <chez 1le SYNTHETIQUE. Le" traitement
Triton x 100 fait apparaitre dans certains cas une bande de X
chez le SYNTHETIQUE. Dans 1les conditions hydriques nor mal es,
I"intensité de la coloration des bandes respectives n'est pas
toujours la méme chez | €s deux mls. Avec la sécheresse (7 jours)
Il e nonbre de bandes reste |l e méme chez | €s deux vari étés de
plantes, mais |l a coloration des bandes est en général plus
inportante et |'inportance dela coloration d' une bande donnée
est en général différente d-un mil a |'autre.

2 - PHOSPHATASE ALCALINE.

L*étude porte sur la feuille des mls et sur celle des
sorghos. Les sorghos nontrent toujours ue activité enzymatigue
plus i mportante que celle des mls ot celle du SYNTHETIQUE est
supérieure a celle du SOUNAs. Ici égal enent, comme dans | e cas
de la phosphatase acide, |'activité enzymatique a pu €tre dosée
dans | “extrait brut, le surnageant et |e culot.




Avec la sécheresse, il y a en général une augmentation
d activité de I"enzyme, quel que soit le mode d’expression lus
résultats ; cette augmentation d"activité est plus importante
chez 1les sorghos que chez les mils. Ici, la solubilisation de
I"activité enzymatique est plus importante chez 1le SOUNA; en
fin de traitement que chez, 1le SYNTHETIQUE ; chez les sorghos,

la solubilisation diminue avec la sécheresse.

La valeur du rapport:teneur en protéines/matiére séche

diminue avec la sSécheresse.

3 - INVERTASE ACIDE.

a) au niveau de £a feuille, les échantillons sont cons-
titues par les deux mils et l'arachide et c"est la suspension
d'arrosage qui est adoptée pour induire un déficit hydrique

dans les plantes.

Si les résultats sont exprimés en Tfonction des protéines,
il y aen général une augmentation d'activité. avec la séche-
resse chez les plantes étudiées ; lorsque ceux-ci sont exprimés
en Tfonction de la matieére séche, la tendance chez les mils, sur-
tout chez le SOUNA;, est a wune stabilisation de [I-activité ; il
y a une légére augmentation de celle-ci <chez I arachide dans
les premiers jours de sécheresse. La valeur du rapport de la
teneur en protéines/matiére séche diminue chez I'arachide,, se
stabilise chez 1le GSOUNA, et aprés une légére augmentation chez
le SYNTHETIQUE, il y a également une stabilisation de cette va-

leur avec la sécheresse.

6) au niveau de La tige : 17étude a été effectuée chez
les mils et il y a en général une augmentation d"activité avec
la sécheresse si les résultats sont exprimés en fonction dss
protiiines ; si ceux-la sont exprimés en fonction de la matiere

séche, I1"augmentation d"activité n "est obtenue que dans les

premiers jours de sécheresse chez 1le S0OUNAj3;; chez 1le SYNTHETIQUE
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il y a une diminution de celleci avec la Sécheresse. La velesunr

du rapport:teneur en protéines/matiére séche diminue, puis aug-
mente en fin de traitement, surtout chez le SOUNAj3.

4 < AMYLASE ACIDE : Etude effectuée SUT les mils et ITarachide.

a) au niveau de La feuilfle, =i les résultats sont expri-
més en fonction des protéines, il y a en général une augmenta-
tion dTactivité de I"enzyme isauf dans le Surnageant du SYNTHE-
TIQUE3 avec la Sécheresse jusqua une certaine limite ; lcrsqgue
ceux-ci sont €XPrimes en fonction de la matigre séche, la ten-
dance chez les mils et | 'arachide est 3 la stabilisation de |'"ac-
tivité. Cette tendance se maintient mieux chez les mils que chez

[ ' arachi de.

La valeur du rapport:teneur en protéines/matigre séche
diminue chez | ' arachi de, se stabilise chez le SOUNA; et, aprés
une Qlégere augmentation, celle-ci se stabilise également chez

le SYNTHETIQUE.

b) au niveau de La ztige, si |'activité de |'enzyne est
expri nee en fonction des protéines, il y a une augmentation d2
celle-ci avec la Sécheresse dans |'extrait brut du SYNTHETIQUE ;

lorsque les résultats sont exprimes en fonction de la natiere
séche, il y a plutét wune diminution d"activité suivie d"une
stabilisation. Chez 1le SOUNA,;, il n"y a pas dTaugmentation ¢'ag-
tivité quel que soit le mode d'expression des résultats, et
celle de 1a plante traitée est inférieure & celle du témoin.

La val eur du rapport teneur en protéines/matiére Séche
diminue d<abord, puis augmente avec |a sécheresse, surtout chez

l e SOUNA ;.

5 =« AMYLASE ALCALINE

a) au niveau de. &a feudille, l1"étude a porté sur les mile
et |'arachide. Quel que soit |le node d' expression des résultats,
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|"activité enzymatique de la plante soumise & la sécheresse
diminue par rapport 3 colla du témoin chez les milo et aupgmonte
un gén6ral jJjusqu'd une certainglimite chez 1 arachide.

La val eur du rapport:teneur €n protéines/matiére séch
diminue chez |'arachide, se stabilise chez le SQOUNA3 ; chez le
SYNTHETI QUE, cette stabilisation | ntervient aprés une légare
augmentation en début de traitement.

b) au niveau de La %{ge, chez le SOUNA;, il y a une dimi-
nution d'activité enzymatique chez la plante soumise a la séche-
resse par rapport & celle du témoin, quel que soit le mode d’'ex-
pression des résultats ; chez le SYNTHETIQUE, il y a une augmen-

tation d’activité seulement dans | e surnageant.

La val eur durapport teneur en protéines/mtiére séeche
diminue d'abord avec la Sécheresse, et augmente ensuite, sur-

tout chez le SOUNA,.

6 = LOCALISATION CELLULAIRE DES ENZYMES ETUDIEES ET ETUDE DE LA
SOLUBILISATION DE LEUR ACTIVITE AVEC LA SECHERESSE.

Cette étude réalisée sur | e SYNTHETIQUE nontre |'exis-
tence d'une activité de la phosphatase acide, de |'invertase
acide et de 1'g et B amylases dans une fraction |ourde, riche
en chloroplastes, dans une fraction 1légére, moyenne et dans la

fraction soluble.

Lors de la sécheresse il y a une solubilisation des pro-
téines et de |'activité enzymatique, principalement & partir de
lafraction lourde, riche en chloroplastes.

7 - GLUCIDES SOLUBLES ET AMIDON

a) au niveau de &a feuille.

Cette étude a porté sur |les mls et Tlarachide. Les mils

ont des teneurs en glucides solubles plus élevées que celle
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de l'arachide qui, a son tour, recéle une teneur en amidon sugps-
rieure a celle des mils. Le mil SOUNA, a des teneurs en glucicas

solubles et amidon plus élevées que celles chez le SYNTHETIQUE.

b) au niveau de La tige, 1'étude a porté sur les mils
seulement, et le SYNTHETIQUE a des teneurs en glucides solucles

et amidon supérieures a celles du SOUNAj.

D’une fagon générale, aussi bien dans la feuille que
dans la tige, il y a eu une augmentation des teneurs en gluci-
des solubles avec la sécheresse et une diminution de celles en
amidon. L’augmentation des teneurs en glucides solubles a été
plus importante chez les mils que chez l'arachide. Le SOUNA;
montre une augmentation de ces glucides plus importante que

celle chez le SYNTHETIQUE.
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