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Résumé
Les plants de deux variétés de colza (Brassica napus), (fantasio et jura), sont soumis a
deux stress différents: un stress osmotique au laboratoire induit par différentes
concentration de PEGegoo00, et un arrét d’arrosage en serre. L’application des deux stress
provoque des réponses aussi bien au niveau de la morphologie que de la physiologie des
plants chez les deux variétés.

Dans des conditions favorables, ¢’est la variété jura qui présente une meilleure croissance
en longueur des tiges et un meilleur rendement, alors qu’en conditions de stress induit par
arrét d’arrosage, c’est la variété fantasio qui affiche une meilleure résistance.

La germination des deux variétés n’est pas affectée par des pressions osmotiques
inferieures ou égales a -4,48 bars; a une pression osmotique de -9,40 bars, le pouvoir
germinatif est considérablement affecté.

Une diminution de la teneur relative en eau proportionnelle a la concentration de
polyethylene glycol 6000 est observée chez les deux variétés, cette baisse s’accompagne
par la fermeture des stomates et une accumulation de chlorophylles a et b chez les deux
variétés. La diminution de la teneur relative en eau est plus importante, et la fermeture
des stomates plus rapide chez la variété jura qui présente une plus grande sensibilité.

Une peroxydation des lipides est observée chez les deux variétés. L’augmentation du taux
de malondialdehyde est beaucoup plus importante chez la variété jura, chez qui les
dommages sur les membranes sont plus importants.

La variété jura accumule les sucres solubles, alors que chez la variété fantasio c’est
I’accumulation de la proline et de la glycine betaine qui est favorisée lors des deux stress.

Mot clés : polyethylene glycol 6000, Brassica napus L, Teneur relative en eau, stomates,
chlorophylles, malondialdéhyde (MDA), sucres solubles, proline, glycine betaine
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INTRODUCTION

Le déficit hydrique résultant de I’irrégularit¢ des pluies constitue un des facteurs
limitant la production agricole en zone méditerranéenne. Il y a déficit hydrique lorsque
les besoins en eau de la plante sont supérieurs aux quantités disponibles (Gay et Bloc.,
1992). Linchtenthaler (1996) a décrit le stress comme étant toutes conditions
défavorables qui affectent le métabolisme, la croissance et le développement de la
plante. Les réponses des plantes a la sécheresse dépendent de I’état du sol, de la vitesse
d’évaporation de I’eau, de la durée du déficit hydrique, du stade phénologique de la
plante, de I’espece et aussi de la variété.

La sécheresse est la contrainte environnementale qui cause certainement le plus de
dommages aux productions agricoles (Boyer, 1982). En effet, chaque année les
surfaces perdues a cause des stress hydrique et salin sont considérables. Un milliard
d’ha est menacé dans le monde dont 3,2 millions d’ha en Algérie (Belkhodja et Bidai.,
2004).

L’Algérie est un pays essenticllement désertique dont les superficies agricoles
n’occupent qu’un faible pourcentage de la superficie totale ; la superficie agricole utile
est de I’ordre de 8,1 millions d’ha selon le ministére de 1’agriculture. La faiblesse de la
superficie ne peut empécher I’ Algérie d’étre un pays a vocation agricole.

Le souci fondamental de I'évolution des productions agricoles est de sélectionner et de
choisir un matériel végétal résistant a la secheresse, qui réponde aux besoins de
I'agriculture, du consommateur et des industries de transformation.

L'Algérie connait un important déficit en huiles alimentaires et en tourteaux. La
demande est croissante et les importations vont continuer a augmenter et ce, malgré
I'accroissement potentiel de la production locale en T’huile d'olive. (Benassi et
Labonne., 2004)

En effet, I'importation des huiles d'origine végétale augmente d'année en année ; elle
est passée de 200 000 tonnes en 1980, a 320 000 tonnes en 2001. Pour atteindre
l'autosuffisance en huile alimentaire ou au moins pour diminuer I'importation, il faut
réintroduire les cultures d’oléagineux.

Le colza (Brassica napus) est une plante annuelle herbacée de la famille des
Brassicacées, famille anciennement nommée Cruciféres. Elle est largement cultivée
pour la production d'huile alimentaire et de tourteau et plus récemment pour le
biocarburant. Avec le tournesol et l'olivier, elle est I'une des principales sources d'huile
végétale alimentaire en Algérie. Ces graines contiennent environ 40% d'huile de bonne
qualité nutritive et 56% de tourteau. (Anonyme., 2005)

La capacité d’évaluer quantitativement les performances des plantes cultivées
subissant un stress hydrique est trés importante au niveau des programmes de
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recherche qui visent la réhabilitation et I’amélioration de la production agricole en
région semi aride (INRA., 2000).

Dans ce contexte, il nous a semblé intéressant d’étudier ’effet d’un stress hydrique
provoqué par un arrét d’arrosage sur des plantules de colza au stade 12 feuilles (levé),
cultivés en pots en serre, et par des solutions de PEG sur des plants de colza au stade 4
feuilles en laboratoire. Cette étude a été réalisée sur deux variétés de colza (fantasio et
jura).

L’objectif de notre travail est de comparer les reponses de ces deux variétés face au
stress lors de deux stades de développement differents et éventuellement connaitre la
variété qui présente le meilleure profil d’adaptation face a la rareté de I’eau, en nous
basant sur :

v’ La détermination de la faculté germinative des graines des deux variétés
de colza soumises a un stress osmotique provoqué par des solutions de
PEG engendrant des pressions osmotiques croissantes

v' L’étude comparative de la croissance, et des réactions physiologiques
des deux variétés de colza suite a I’application d’un stress osmotique au
laboratoire et en serre suite a un arrét d’arrosage.
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1. Rappels bibliographiques
1.1 - Réle de I’eau dans la plante
L’eau est un ¢lément vital pour la croissance et le développement des cultures.

La richesse en eau des plantes est variable selon les espéces et les organes. En effet,
une salade (Lactuca sativa L.), peut contenir 90 a 93% d’eau (Leclerc., 1999). De
nombreuses plantes peuvent survivre a une TRE de 70% (stress moyen). Cette valeur
peut atteindre 60% (stress important) pour le mais (Zea mays) et 30% (stress sévere)
pour la luzerne (Medicago sativa) (Morard., 1995).

Les roles multiples assurés par I’eau au sein des plantes en font un facteur limitant leur
fonctionnement. Parmi ces roles, nous pouvons citer la turgescence cellulaire. Celle-ci
donne une certaine rigidité aux tissus végétaux et assure le port dressé des organes
dépourvus de tissu de soutien. Aussi, la premieére manifestation visuelle d’une
déshydratation se traduit par la perte de turgescence qui conduit au flétrissement et a
I’abandon du port érigé. C’est aussi la turgescence qui, associée au phénomene de
croissance, permet la pénétration des racines dans le sol (Kies., 1977).

Au niveau cellulaire, les molécules d’eau participent directement a de nombreuses
réactions biochimiques d’hydrolyse ou de condensation.

Au niveau de la plante enticre, I’eau est le vecteur de la migration des €léments
minéraux absorbés par les racines. C’est aussi en milieu aqueux que sont transportées
les substances élaborées par la photosynthese dans les feuilles, et que sont véhiculés
les déchets du catabolisme (Morard., 1995).

L’eau est donc un élément vital pour la croissance et le développement des plantes.
Cependant, les végétaux sont caractérisés par une grande capacité a résister a des
variations importantes de la teneur en eau de leurs tissus.

<



1.2 - Situation des grands périmetres irrigués.

Depuis 1’indépendance, les nouvelles superficies irrigués, environ 70 000 ha, sont a
peine équivalentes a celles qui ont été perdues suite a la désertification et a la
construction sur les terres cultivables.

Les 16 périmeétres irrigués en exploitation sont gérés par 5 offices de périmetres
irrigués régionaux (Etablissements publics a caractere industriel et commercial) et 8
offices de wilaya. lls totalisent 173 000 ha équipés, mais ils sont dominés par des
réseaux d’irrigation plus ou moins vétustes, et moins de 60 % de la surface dispose de
réseaux en fonctionnement et peut é&tre considerée comme irrigable.

En matiere d'exploitation des périmétres, seulement 40.000 ha (moins de 25 %) en
moyenne ont eté irrigués au cours des vingt dernieres années, soit 40% de la superficie
équipée irrigable qui est actuellement de I'ordre de 100.000 ha. Depuis 1989, une
stagnation des superficies irriguées autour de 30.000 ha est observée.

Ce décalage important est lié d'une part, a la réduction tendancielle des ressources en
eau affectées a [lirrigation, conséquence a la fois de la priorité accordée a
I'alimentation en eau potable et industrielle et a la sécheresse et d'autre part, a I'état de
vétusté des infrastructures des anciens périmetres équipés en réseaux gravitaires il y a
plus d'un demi siécle (Habra, Sig, Chelif, Hamiz). La dotation de campagne
d'irrigation & partir des grands barrages n‘a atteint en moyenne que 270 millions de m*
sur la période allant de 1983 a 2002, soit un taux de satisfaction de 43% par rapport a
des besoins estimés & 630 millions de m®. Ce déficit en eau a touché I'ensemble des
périmétres et plus particulierement les périmétres anciens de I'Ouest et les périmétres
nouveaux du centre et de I'Est du pays.
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Figure 1 : Superficie irriguée (ha) et volume distribué (1 million de m®*= hm?®) dans les grands
périmetres irrigués depuis 1983) (ENSH, Algerie, 2000).




1.3- Le stress hydrique

Les plantes sont souvent soumises a de graves déficits hydriques dus a une chute
brutale de ’humidité ou a une augmentation de la température. La rareté des pluies ou
des pluviosités trop espacées, peuvent également induire un stress hydrique du fait de
la diminution de la quantité d’eau dans le sol.

La sécheresse peut étre définie correctement en considérant la disponibilité de 1’cau et
les besoins en eau de la plante (Casals., 1996). Une plante est en situation hydrique
limitante lorsque son évapotranspiration est inférieure a I’évapotranspiration maximale
(Casals., 1996). Si I’on tient compte des réserves négligeables en eau de la plante, il
faut admettre que le déficit hydrique est trés étroitement lié a la disponibilité en eau du
sol par rapport a la demande climatique.

Linchtenthaler (1996) a décrit le stress comme étant la résultante de toutes conditions
défavorables qui affectent le métabolisme, la croissance et le développement de la
plante.

Les réponses de la plante a la sécheresse (drought stress) dépendent de :
v’ L’état de ’eau dans le sol et de la vitesse d’évaporation de I’eau,
v’ La durée du déficit hydrique
v’ L’espéce, mais aussi de la variété.
v Du stade phénologique de la plante
Ces réponses peuvent étre resumeées en trois phases distinctes (Linchtenthaler., 1998) :

1- Phase d’alarme : C’est la premiére phase du stress ; elle est marquée par
une diminution des activités métaboliques et une orientation des
substances élaborées vers les racines, provoquant ainsi une diminution de
la croissance de la partie aérienne et de la vitalité chez la plante.

2- Phase de résistance au stress : la plante met en jeu des mécanismes de
tolérance au stress afin de maintenir sa vitalité.

3- Phase d’épuisement: Lors de cette phase, toutes les fonctions
physiologiques sont perturbées. Si le stress persiste, il entrainera la mort
du végétal, mais si le stress est levé, une reprise du métabolisme
cellulaire et du développement du végétal peuvent étre observés ; c’est la
phase de régénération ou phase standard, avec retour a I’état initial
(phase sans stress).




1.3.1- Effets du stress hydrique

Lors d’un stress hydrique, I’eau absorbée par les racines n’est pas suffisante pour
remplacer celle perdue par évapotranspiration, provogquant une diminution de la
turgescence cellulaire.

La teneur relative en eau (TRE) peut donner une signification physiologique directe de
I’état hydrique de la plante (Ritchie et al., 1990). Elle exprime 1’état de turgescence
des cellules. La teneur relative en eau des feuilles est un bon parameétre physiologique,
indicateur de 1’état hydrique de la plante.

La diminution de la teneur relative en eau des plantes est néfaste pour la plante, et va
influencer négativement son métabolisme et son développement.

Les conséquences du stress hydrique sont essentiellement; une diminution de la
croissance pouvant mener a la mort de la plante, ainsi qu’une réduction de I’activité
photosynthétique et du rendement.

Le déficit hydrique induit un stress oxydatif avec la formation de radicaux libres, qui
sont des atomes ou des molécules dont la structure chimique est caractérisée par la
présence d'un électron libre rendant cette espéce chimique beaucoup plus réactive que
I'atome ou la molécule dont il (elle) est issu(e). Les ROS « Reactive oxygen species »,
par leur nature instable, sont particulierement réactives et sont capables de provoquer
des dégats cellulaires importants en provoquant

» des cassures et des mutations de I’ADN
et/ou en inactivant des protéines et des enzymes (Figure 2 : A)

en oxydant les pigments, les sucres ...

YV V V

en induisant des processus de peroxydation lipidique au sein des acides
gras polyinsaturés des lipoprotéines ou de la membrane cellulaire (Figure
2:B)

Figure 2 : Action des radicaux libres sur les protéines (A), et sur les lipides (B)
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1.3.1.1 - Effets du stress hydrique sur la plante entiére

D’une maniere générale, la diminution de la TRE se traduit par une diminution de la
croissance cellulaire ce qui réduit la hauteur et le diamétre de la tige. (May et
Milthorpe..1962). La sécheresse freine également le rythme de synthese de la matiere
séche (Hannel et Barralis., 1982).

1.3.1.2- Effets du stress hydrique sur le métabolisme cellulaire
Effet du stress hydrique sur I’activité photosynthétique

Lors d’un déficit hydrique, [Dactivit¢ physiologique de la feuille, et plus
particulierement la photosynthese et la conductance stomatique sont affectees
(Lawlor., 2002). La réduction de la photosynthese, liée a la diminution du potentiel
hydrique foliaire, dépend a la fois de la fermeture des stomates, avec pour
conséquence une diminution de la conductance a la diffusion du CO,. (Tardieu et
Simoneau., 1998; Flexas et Medrano., 2002.), mais aussi a la régénération limitée du
RuBP, Ribulose Biphosphate, substrat du cycle de Calvin (Gimenez et al.. 1992).

En général, 1’essentiel de la diminution de la photosynthése dépend de I’intensité du
stress hydrique (Oostherhuis., 1987). La phase claire de la photosynthése se déroule
dans les membranes des thylakoides, et met en jeu un ensemble de molécules
particuliéres, nommeées pigments photosynthétiques. Ces pigments sont de trois types :

« les chlorophylles : présentes chez tous les végétaux autotrophes au carbone ;
. les caroténoides : présents chez tous les végétaux autotrophes au carbone ;

« les phycobilines: présents exclusivement chez les algues et les
cyanobactéries autotrophes au carbone.

Les pigments photosynthétiques ou pigments assimilateurs, sont des composés
chimiques permettant la transformation de I'énergie solaire en énergie chimique chez
les organismes effectuant la photosynthese. Lorsqu'un photon est absorbé par une
molécule de pigment photosynthétique, celle-ci passe a un état excité, de niveau
énergétique plus élevé.

L'énergie accumulée dans la molécule de pigment est libérée lors du retour a
I'état fondamental de la molécule sous forme d’électron ; c’est le processus de la
photosynthese. Dans certains cas 1’électron libéré est capté par un oxygene et forme
I’anion superoxyde qui est une forme active d’oxygene et qui peut en s’accumulant
entrainer un stress oxydatif.

Lorsque I’énergie accumulée n’est pas suffisante pour faire partir un électron, le
retour a I’état stable se fait :

» Sous forme de chaleur,
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» Sous forme de fluorescence.

> Cette energie peut étre absorbée par un oxygene et forme 1’oxygene singulet 1O,

Aus: MOORE, R. and CLARK, W.D,, 1995: —
Botany, Plant Form & Function. —
Brown Publ., 512 8.

COT /’,—:—u.
s
Photosystem II \\,3—/»00, \

Electron transpor! chain //
Photosystem | i}

) Calvin sl

| e > cycle 0Spha

| RN -
¥ ATp'!I Rubisco g::yigenc

A
NADPH  Glyceraldehyde
phosphate

Photochemical reactions Biochemical reactions

Figure 3 : Schéma du bilan fonctionnel de la phase biochimique de la photosynthése selon
Moore et Clark, 1995 Botany, Plant Form and function Brown Publ

L’ion OH est la forme la plus toxique ; elle est issue de la réaction de dissociation du
peroxyde d’hydrogéne (réaction de Haber-Weiss). Lors d’un stress oxydatif, ces
composes sont fortement synthétisés et provoquent d’importants dommages au niveau
de la cellule (peroxydation des lipides, dégradation des protéines,...) induisant ainsi
une déstabilisation des membranes. (Long et al., 1994).

O, + H,0, , O+ OH +OH

Effets du stress hydrique sur le métabolisme des protéines

Le stress hydrique empéche le bon fonctionnement de la protéogénése, tout en
favorisant la protéolyse (Bardzik et al., 1971), ce qui implique une diminution de la
teneur en protéines foliaires.

Lors du stress, on assiste également a une activation de la synthése de nouvelles
protéines notamment les protéines de stress. Il s’agit de protéines de faibles poids
moléculaire (entre 26 et 95 kDa) qui sont connues sous le nom de HSP : Heat Shok
Protéine. (Bonhert et al., 1998).

Ces HSP présentent dans le cytosol peuvent étre transférées jusqu’au chloroplaste
et a la mitochondrie. Elles permettent aux cellules de résister a un environnement
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hostile en prolongeant leur viabilité jusqu’a 1’apparition de conditions plus favorables
et en maintenant les structures cellulaires dans un état fonctionnel. Les HSP peuvent
aussi aider les autres protéines a retrouver un bon fonctionnement. L’augmentation de
la synthése de ces protéines, doit donc étre considérée comme une réponse
d’adaptation a des conditions de stress importantes (Bonhert et al., 1998).

1.3.1.3 — Effets du stress hydrique sur les membranes cellulaires

Les acides gras polyinsaturés sont des cibles privilégiées des especes réactives de
I’oxygene en raison de leurs doubles liaisons facilement oxydables. Plus I’acide gras
est insaturé et plus il est susceptible d’étre peroxydé, grace a une peroxydase ou par un
processus d’oxydation non enzymatique ; il s’agit d’un enchainement de réactions
radicalaires organisées en trois phases successives : I’initiation, la propagation et la
terminaison (Halliwell and gutteridge., 1989).

v La phase d’initiation consiste en la création d’un radical d’acide gras (R) a
partir d’un acide gras (RH) par soustraction d’un atome d’hydrogéne provenant
d’un groupement méthyléne — CH,- bis allylique. Cette déshydrogénation peut
étre provoquée par un initiateur radicalaire tel que le ‘OH et le HOO".

RH— R +H’

v Le radical lipidique (R") subit ensuite un réarrangement moléculaire pour
former un radical ayant une structure de diene conjugué, plus stable, qui peut
réagir avec une molécule d’O, formant ainsi un radical peroxyle (ROO)
(Esterbauer et al., 1997).

R+0, —R0OO°

v" Ce radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un hydrogéne a un
acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. Il est généralement
admis que chaque radical (R") peut étre a I’origine d’une centaine de molécules
d’hydroperoxyde avant que survienne la phase de terminaison.

RO + RH—>ROOH + R

v L’hydroperoxyde lipidique (ROOH) formé peut étre oxydé en présence de
métaux de transition divalents de Fe?* ou Cu®* et entrainer la formation
d’alcalanes et d’aldéhydes toxiques dont le malonyldialdéhyde (MDA) ou le
4-hydroxynonenal.
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ROOH + L-Fe**— RO+ OH + L-Fe*

v' La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison) par
I’association de deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le
plus souvent par la réaction du radical avec une molécule antioxydante
(Delattre et al., 2005).

K+R —R-R

Le malonyldialdéhyde est le résultat de la peroxydation des acides gras par les formes
actives d’oxygene.

La peroxydation des lipides est le symptdéme le plus attribué aux dommages oxydatifs ;
il est souvent employé comme indicateur du stress oxydatif (Zhang et Kirkham.,
1994).

1.3.2 - Résistance au stress hydrique

La résistance au stress hydrique dépend non seulement de ’espece végétale mais aussi
de I’intensité et de la durée du stress ; elle varie aussi chez 1’individu selon le stade de
développement.

En agronomie, la résistance de la plante est définie comme I’aptitude a minimiser la
perte de croissance et de rendement.

La résistance a la sécheresse est définie de différentes manieres, ce qui explique
I’existence de plusieurs classifications (Turner., 1979 ; Levitt., 1980; Turner., 1986 ;
Casals., 1996).

La classification la plus largement admise et la plus communément employée est celle
proposée par Milthorpe 1962 in Casals., 1996. Elle considére trois grands types de
résistance a la sécheresse.

1.3.2.1 - L’évitement de la sécheresse par la plante

Les plantes évitent la sécheresse en lui échappant (drought escape) gréce a des
particularites de leur cycle de développement. La plante a la capacité d’accomplir son
cycle de développement avant que le déficit hydrique ne soit important. C’est un
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changement dans la longévité du cycle phénologique. La plante dans ce cas, peut soit
réduire son cycle de développement ou I’étaler, selon les conditions externes. Il s’agit,
en fait, d’inscrire ce cycle de développement afin d’éviter que des phases critiques
pour la plante comme la germination mais aussi et surtout le stade plantule, ne
coincident avec les mauvaises conditions externes.

On parle alors du bon calage phénologique (Levitt.,, 1980). Les progres les plus
importants réalisés dans la sélection pour I’amélioration des rendements des espéces
cultivées en régions arides ont consisté a reduire la durée du cycle de développement
(Vartanian et Lemée., 1984).

En conditions méditerranéennes par exemple, la recherche d’une grande précocité a été
jusqu’ici le moyen le plus utilisé pour éviter les effets négatifs du déficit hydrique et
des hautes températures en fin de cycle sur le remplissage du grain chez le blé dur.
(Dib et al., 1991).

1.3.2.2 - La tolérance a la sécheresse avec maintien d’un potentiel hydrique élevé
Cela consiste pour la plante a maintenir son potentiel hydrique par :

v L’augmentation de la vitesse d’absorption de I’eau en relation avec le
développement du systeme racinaire.

v" La réduction des pertes en eau par transpiration grace a des adaptations
morphologiques (présence de cire sur la surface foliaire, réduction de la
surface des feuilles.....).

1.3.2.3 - La tolérance a la sécheresse avec une faible teneur en eau

L’exposition des plantes a des conditions de sécheresse engendre une réaction
d’adaptation qui se traduit par des changements de nature métaboliques et
morphologiques.

Cette tolérance fait intervenir des modalités tout a fait différentes dont le principe de
base est la préservation de I’intégrité structurale et fonctionnelle des tissus lorsque le
potentiel hydrique baisse (Vartanian et Lemée., 1984).

Elle se fait par deux mécanismes : maintien de la turgescence cellulaire et tolérance a
la dessiccation (appelée résistance).

v Concernant le premier mécanisme, le potentiel hydrique est réduit mais celui de
la turgescence se maintient grace a lI’augmentation du potentiel osmotique.
C’est le mécanisme d’ajustement osmotique. Il nécessite une accumulation dans
le cytoplasme, de solutés neutres et a faible poids moléculaire (proline, glycine
bétaine, sucres et autres). (Kameli et Losel., 1995).
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v’ Latolérance a la dessiccation ; dépend de la capacité des membranes a résister a
la dégradation enzymatique et a la dénaturation des protéines (Gaft., 1980),
grace a certains osmoprotecteurs (Betaine, sucres solubles....) et a la
modification de la composition des lipides membranaires (phospholipides,
galactolipides) (Pugnaire et al., 1993). La capacité d’accumulation et de
remobilisation des réserves glucidiques et une résistance protoplasmique
relativement élevées sont donc associées a une tolérance a la contrainte
hydrique (Bensalem et Dasilva., 1991).

L’adaptation correspond donc a une dynamique réactionnelle dont la résultante est la
résistance (Vartanian et Lemée., 1984).

En résumé, nous pouvons dire que le processus d’évitement est important mais il ne
prend en compte que les aspects phénologiques de la plante. Pour les autres processus,
c’est la définition de 1’état hydrique qui semble primordial. Le maintien de la
turgescence par I’un ou I’autre des mécanismes, permet la préservation des fonctions
physiologiques de la plante.

1.3.3 - Ajustement osmotique

L’ajustement osmotique est considéré comme étant un mécanisme important
d’adaptation des végeétaux a la sécheresse. Les substances de faible poids moléculaire
(osmolytes) accumulées dans les cellules aprés exposition a un stress hydrique, sont
essentiellement des polyols, des sucres solubles (glycérol, mannitol, glucose,
saccharose,...), des acides aminés (la proline et la glycine betaine), des substances a
ammonium quaternaire et a sulfonium ternaire (Smirnoff., 1998 ; Cushman and
Bohnert., 2000). Ces substances de faible poids moléculaire, et neutre du point de vue
pH et ionique ne doivent pas intervenir dans le métabolisme cellulaire.

1.3.3.1 - Les glucides

Lors d’un déficit hydrique, les réserves amylacées sont progressivement utilisées et
pourraient étre un facteur de tolérance au manque d’eau (Bensari et al., 1990). Lorsque
la contrainte hydrique cesse, la feuille reconstitue ses réserves d’amidon.

De nombreux auteurs ont mis en évidence le rble protecteur des sucres sur les
membranes, en particulier des mitochondries (Todd, 1972). La présence des sucres
solubles permettrait le maintien des réactions de phosphorylation et de production
d’énergie. Outre ce role protecteur des membranes, les hydrates de carbone protégent
les processus par lesquels les enzymes sont synthétiseés (Bammoun., 1997), ce qui
impliquerait une meilleure résistance a la secheresse (Bammoun, 1997).

Le saccharose est la source de carbone la plus accumulée lors d’un stress hydrique au
niveau des tissus de certaines especes végeétales (Morgan., 1984 ; Ramos et al., 1999).
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Cette accumulation de saccharose joue un role important dans I’ajustement osmotique
et peut fournir rapidement des glucides mobilisables comme source d’énergie pour la
croissance apres la levée du stress (Hare et al., 1997).

Le métabolisme du saccharose est un cycle continu de synthése et de dégradation (Hill
et Rees., 1995). Le saccharose phosphate synthétase catalyse le transfert du résidu
glucose de I’'UDP glucose sur le fructose 6-phosphate. Le saccharose phosphate formé
est alors transformé en saccharose libre par la saccharose 6- phosphate phosphatase.
(Richter, 1993) (Fig. 4)

Le fructose libre réagit avec I’UDP-glucose pour former le saccharose. Cette réaction
est catalysée par le saccharose synthétase (Fig. 4).

/ Saccharose synthétase \
b

D Fructose + UDP Glucose » Saccharose + UDP

Saccharose 6 P synthétase Saccharose 6 P phosphatase

! |

D Fructose 6 P + UDP Glucose —— Saccharose 6P + UDP——Saccharose+ Pi

Figure 4 : Voies de synthese du saccharose

La troisieme enzyme qui participe au métabolisme du saccharose est 1’invertase. Cette
enzyme hydrolyse le saccharose en glucose et fructose, cette réaction est irréversible.
Il existe deux types d’invertases : I’invertase acide soluble vacuolaire et I’invertase
neutre alcaline cytosolique (Quick et al., 1996) (Fig. 5).

Invertase

Saccharose » Glucose + Fructose

Figure 5 : formation du glucose et du fructose suite a I’hydrolyse du saccharose

La synthese des glucides est la conséquence des activités photosynthétiques réalisées
au niveau des feuilles. Le saccharose et I’amidon sont les glucides majeurs issus de la
fixation de gaz carbonique par photosynthese; les sucres solubles figurent parmi les
composés osmotiques les plus fréguemment accumulés au cours des stress
environnementaux (Dib et al., 1991).




1.3.3.2 - La proline

La proline est la molécule organique la plus accumulée chez les organismes lors d’un
stress (Nakashima., 1998). Elle est considérée comme une source d’énergie, d’azote et
de carbone et comme un osmolyte de réponse a la déshydratation (Kavi et al., 1995).
Son accumulation dans 1’organisme est ’une des stratégies adaptatives fréequemment
observées chez les plantes pour limiter les effets du stress hydrique. Elle est liée a
I’osmorégulation cytoplasmique (Acevedo et al., 1989).

L’accumulation de proline au niveau des feuilles des plants d’orge soumis a un stress
osmotique sévere réduit les dommages des membranes cellulaires. La proline jouerait
aussi un role de protection des membranes (Bandurska., 2001).

La proline serait synthétisée dans le cytosol et la mitochondrie ; sa concentration peut
étre relativement importante dans les cas de contraintes climatiques. Elle est
considérée comme un osmoprotecteur (Delaunay et Verma., 1993).

Les voies de synthese de la proline sont complexes et ont été étudiées au niveau
moléculaire (Delauney et Verma., 1993). Ces chercheurs ont isolé dans les nodosités
de Vigna aconitifolia un clone de cADN qui code pour une enzyme bifonctionnelle, la
A-pyrroline-5- carboxylate synthétase (P5CS). Cette enzyme a deux activités, une
activité y-glutamyl kinase et une activité glutamate semialdéhyde deshydrogenase.

H2C CH2 HOC CH2 HzC CH2
| Omithine-ot - l l I

aminotransferase spontanée l
HoNC C CNH2 /C ~———————— CH3 C
/ \ o 7 ™coon L1 “Scoon
NH2Z COOH
L.. Omithine @ kelo-5 aminovalérate A- pyroline2carboxylate
(P2C)
Ornithine-
Aminotransférase
H2C —— CH2 HeC — HC ™ CH2 H2C —  CH2
('__ { P5CS , spontancée l l PSCR I {
—_— e e
HOO / C{ CHO CH CH2 CH H2C CH2
NHz COOH NHz COOH \ rg OOH

Acide L- Acide semialdchyde Acide ScarboxyliqueA™ L -proline
Glutamique (GA) ghutamique(GSA) pyroline (P5C)

Figure 6 : Voies de biosynthese de la proline chez les plantes (Asthon et al., 1993)

La proline est synthétisée selon deux voies :

e La voie de I'acide glutamique : L’acide glutamique est réduit en
aldéhyde glutamique qui subit une cyclisation puis une réduction
pour donner la proline (Fig. 6).
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e La voie de l'ornithine : sa conversion en proline suit deux
parcours de transamination dont 1’un aboutit a la formation de
I’acide semi-aldéhyde glutamique (GSA) pour suivre la voie de
glutamate. L’autre voie donne de I’acide o Keto- aminovalerique
grace a ’a céto- & aminoansferase, puis la proline grice a une
cyclisation et une réduction (Fig. 6).

Chez les plantes supérieures, I’accumulation de la proline au cours d’un stress
hydrique résulte de la régulation des voies de synthese et de dégradation: stimulation
de la voie de biosynthese et répression de sa dégradation (Delauney et Vertma., 1993 ;
Peng et al., 1996).

La deshydratation va favoriser la biosynthése de la proline au dépend de sa
dégradation. En effet L'ABA stimulerait l'accumulation de la proline selon un
mécanisme mal défini au centre duquel se trouve la pyrroline-5-carboxylate synthétase
(P5CS). Il contribuerait également a inhiber le catabolisme de la proline (Fig. 7).

L'expression de la P5CS est régulée au niveau transcriptionnel
par le stress hydrique
Deshydratation Réhydratation - x
N
i 1 biosynthése
\ i g
il A Géne PC5
Synthétase Réductase
PC5S PC5R
L-GLU GSA PC5 L-PRO
PC5DH ProDH
Géne PC5 Géne Pro
Deshydrogénase Deshydrogénase
+/I;ro o -
Reéhydratation Deshydratation l, CatabOIlsme

Figure 7 : Rdle de la déshydratation dans la biosynthese et dans le catabolisme de la proline

1.3.3.3 - La glycine bétaine

Divers organismes végétaux (plantes supérieures, algues et bactéries) synthétisent des
bétaines comme molécules osmorégulatrices. La glycine betaine s'accumule en
réponse au stress chez de nombreuses plantes cultivées, telles que la betterave a sucre
(Beta vulgaris), les épinards (Spinacia oleracea), l'orge (Hordeum vulgare), le blé
tendre (Triticum aestivum), et le sorgho (Sorghum bicolor) (Weiberg et al., 1984). Ces
molécules leurs permettent de résister au froid et/ou a la salinité. Les bétaines
permettent aussi a certaines plantes (Plumbaginaceae) de mieux resister a la chaleur et
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au stress hydrique (via une synthese irréversible de glycine bétaine), la plus courante et
la mieux distribuée chez les vegétaux

(, )

N\ J

Figure 8: Structure moléculaire de la glycine betaine

La glycine bétaine est un acide aminé & ammonium quaternaire, synthétisée au niveau
du chloroplaste chez les plantes supérieures (Fig. 9). Elle est considérée comme la plus
efficace des osmoprotecteurs

Elle est synthétisée a partir de la choline qui est convertie en bétaine aldéhyde, par la
choline monooxygénase (OCM), puis en glycine bétaine par la bétaine aldéhyde

(Fig. 9).

Choline-O- kCho-O-S \

sulfate N’

BetC BetB

NAD(P) NAD(P)H
BetA

. ~ Glycine bétaine e Glycine
ﬁ - +H0 - .-

Choline W/ Cho aldéhyde z bétaine

\ o e J

BetA = Choline déshydrogénase
BetB = Glycine bétaine déshydrogénase
BetC = Choline sulfatase

Figure 9 : Voie de synthese de la glycine bétaine

Bien que d'autres voies comme la N-méthylation de la glycine soient également
connues, la voie de synthése de la glycine betaine a partir de la choline a été identifiée
chez toutes les espéces végétales, (Weretilnyk et al., 1989).

La glycine bétaine (N,N,N-triméthylglycine), appelée parfois bétaine, est présente dans
plusieurs plantes (betterave, blé, épinards...), animaux et micro-organismes
(Propionibacterium shermanii, Pseudomonas denitrifiants...) (Huang et al., 2008).
Elle joue un réle important dans la résistance au stress osmotique chez les bactéries,
les algues, les plantes et les mammiferes (Wood et al., 2002) en stabilisant les

structures des protéines et des membranes (Huang et al., 2008).
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La glycine bétaine est trés soluble dans 1’eau et augmente sa tension superficielle
(Soderlund et al., 2002). Elle améliore ainsi la disponibilité en eau et assure une
protection des enzymes impliquées dans la croissance et la photosynthése des plantes.
De nombreuses cultures susceptibles d’étre perturbées par des stress ont une forte
teneur en glycine bétaine.

1.4 - Brassica napus L. ou Colza

1.4.1- Origine géographique et aires de répartition

Le mot colza vient du flamand « Koolsaed » qui veut dire «semence de chou »,
(Kool=chou ; saed= semence).

Le colza (Brassica napus L.) est une plante herbacée annuelle issue d’un croisement
spontané entre un chou (Brassica oleracea L.) et une navette (Brassica rapa L.). Le
centre de diversification du colza se trouverait a I'intersection des centres de la navette
(Europe, Asie) et du chou (Europe de I'Ouest et Afrique du Nord-Ouest).

Le croisement a pu se produire soit en pleine nature, dans le pourtour du Bassin
méditerranéen, soit dans des jardins potagers ou étaient cultivés cote a cote, des choux
pour la consommation humaine et de la navette pour produire de I’huile d’éclairage.

Les deux parents du colza se sont par ailleurs croisés avec une autre espece de
Brassica, la moutarde noire. Ainsi, a partir de trois espéces de Brassica sont apparus
trois hybrides (Fig. 10). Chacun de ces hybrides cumule dans son génome les
chromosomes de ses deux parents. La famille des Brassicacées présente ainsi une
¢tonnante plasticité génétique, a 1’origine d’une grande diversité de formes et d’usages

Relations entre les espéces importantes de Brassica
[d'aprés U, 1935 cité dans "Amélioration des espéces végétales cultivées™ - Ed. INRA)

Chou

/ \‘\
\ Génome CC /
2n=18 4

Colza

Génome AA CC

2(n+n’) =38
s . : B P ==
/ Woutarde noire £ Navette ,
Génome BB ‘,l Moutarde brune l‘ Génome AA /
2n" =18 /. 2n'=20
- Génome AABB ™ o
—_—— 2(n'+n") = 36 —_—

Figure 10 : Origine du colza et relation aves les autres espéces de Brassica.
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1.4.2- Place du Colza dans la classification botanique (INA 2003)

by

Le colza cultivé «Brassica napus » appartient a la famille des cruciféeres (ou
Brassicacées). Le genre Brassica est trés important du point de vue des especes
cultivées.

A - Classification Phylogénétique :
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Brassicales
Famille : Brassicaceae
Genre : Brassica

Nom Binomial : Brassica napus

1.4.3- Biologie du Colza « Brassica napus L

1.4.3.1- Description générale de la plante

Brassica. napus est une plante herbacée annuelle présentant des racines pivotantes.
Les feuilles sont vert bleuatre foncées, glaugues, glabres ou portant quelques poils
épars pres de la marge. Les feuilles inférieures sont pétiolées et découpeées, les feuilles
supérieures sont lancéolées et entiéres. La tige est assez ramifiée, mais ce caractere
varie selon les variétés et les conditions du milieu; les ramifications prennent naissance
a laisselle des feuilles supérieures de la tige, et chacune se termine par une
inflorescence. (Figure 12 : A, B, C et D).

Figure 11 : Champs de Colza
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L'inflorescence est une grappe allongée de fleurs jaunes rassemblées aux extrémités
mais ne dépassant pas les bourgeons terminaux. Les fleurs s'ouvrent successivement a
partir de la base de l'inflorescence. (Musil, 1950). (Figurel2 : E et F)

Les ovules sont généralement fertilisés par autopollinisation, bien que des taux
d'allofécondation de 20 a 30 % aient été signalés (Rakow et Woods., 1987). Le pollen,
lourd et collant, ne peut étre porté par le vent a une grande distance. Il est donc
transporté par les insectes, et principalement par les abeilles. Dans le cas de plantes
situees a proximité I'une de l'autre, la pollinisation croisée peut également résulter du
contact entre les grappes de fleurs.

Les graines se forment a I’intéricur des siliques qui sont issues de la transformation de
la fleur. La forme géneérale des graines de colza peut étre sphérique, sphérique-oblique
ou cuboide, avec en moyenne une longueur de 1,1 a 2,6 mm, et une largeur de 1,3 a
2,3 mm. Les graines présentent généralement a ’extrémité hilaire une large surface
aplatie. Les graines peuvent étre aplaties dans le sens de la longueur, du hile a I’apex,
de sorte que le sillon radiculaire se trouve allongé sur un des cotés. (Figure 12 : G et
H)




Figure 12 : Description morphologique génerale de la plante :
A : racines pivotantes ; B : feuilles pétiolées et lancéolées ; C : tige ramifiée ;
D : plante antiere ; E et F : inflorescence ; G : silique contenant des graines ;
H : graines de colza
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v' Les Variétés du colza:

Le type « Hiver » ou Colza d’hiver est un colza dont la phase rosette est longue, qui
demande pour accomplir son cycle végétatif une période hivernale vernalisante (avec
des températures inférieures a 10°C pendant au moins 40 jours). Il posséde une
certaine résistance au froid.

Le type « printemps » ou Colza de printemps est un colza dont la phase rosette est
trés courte ; il ne nécessite aucune phase vernalisante, et il est sensible au froid.

1.4.3.2- Cycle de développement et croissance

Pour les deux variétés de colza (variété d’hiver et de printemps) le cycle de croissance
est le méme. Les seules différences résident dans la date du semis et dans le stade
rosette qui dure plus longtemps chez les variétés d’hiver plus résistante au froid que
chez les variétés de printemps moins résistante au froid

Semé en automne, le colza d'hiver étale d'abord au-dessus du sol ses deux cotylédons
(germination épigée), puis développe une vingtaine de feuilles formant avant I'hiver,
une rosette (Figurel3 : A). Au début de I'hiver, la plante possede une tige de 2 a 3 cm,
ou de 10 a 20 cm, selon les conditions écologiques. Parallelement a la formation de
cette rosette de feuilles, le systéme radiculaire se développe en pivot et la plante y
accumule les réserves qui seront utilisées au moment de la montée, de la ramification
des tiges et de la maturation. (Figurel3 : B)

Figure 13 : A : plantules de colzaenpot; B : plantule de colza au stade rosette.

A la fin de I'hiver débute la montée ; I'inflorescence s'ébauche au sommet de la tige, et
parallelement commence I'élongation des entre-nceuds supérieurs. La floraison débute
bien avant que la tige n’ait atteint sa taille définitive; la ramification de la tige se
produit alors que la montée et la floraison se poursuivent. Tres échelonnée, la floraison
dure de 4 a 6 semaines a I’échelle de la plante; elle est & autogamie prépondérante
(70% en moyenne). (Figure 14)
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Figure 14 : fleurs

La formation du fruit est assez rapide. La maturité des graines est acquise en 6 a 7
semaines apres la fécondation. A maturité, le moindre choc peut provoquer la
déhiscence de la silique et la chute des graines. (Figure 15)

Figure 15 : jeunes siliques

Feuille

cotylaedanair - Stade " Rosette ™

_____

GG
FPraemidres _____——
fawilles

Montes (Fird

Figure 16: Stades de développement du colza
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1.4.3.3- Composition de la graine et production mondiale de colza

Les graines de colza peuvent prendre plusieurs couleurs : Rougeéatre (notamment chez
les graines immatures), grise, gris-noir, ou noir. Il existe une relation entre la couleur
de la graine de colza et les teneurs en huile, protéines et cellulose de B. campestris.
Plus la couleur de la graine s’éclaircit en passant du brun au jaune via le jaune brun,
plus la teneur (en %) en huile de ’amande et en protéines du tourteau augmente et la
teneur en cellulose du tourteau diminue (Downey et Bell., 1990).

huile

m autre matiere
cellulose

M eau

m proteine

Figure 17 : Composition de la graine de colza (PROLEA 2006)

Les principaux producteurs de colza sont I'Union Européenne, le Canada, I'Australie,
la Chine et I'Inde. En Inde, cette culture représente 13 % des surfaces cultivées
(PROLEA 2006). Selon le ministére de l'agriculture des Etats-Unis, c'était en 2000, la
troisieme culture oléagineuse du monde aprés le palmier a huile et le soja, et la
deuxiéme pour la production de protéines, bien qu'elle ne représente qu'un cinquieme
de celle du soja. En Europe, suite a I'augmentation récente de la production d'agro-
carburants a partir de colza, cette plante est cultivée a la fois pour Il'alimentation
animale (gréace a la teneur élevée en protéines du tourteau), pour les agro-carburants et
pour l'alimentation humaine. C'est aussi un moyen pour les Européens d'éviter
I'importation de produits OGM (soja) et d'assurer une autonomie partielle en protéines
végetales.

La production mondiale de colza qui s'élevait a 36 millions de tonnes en 2003 (source
FAO) a augmenté ces derniéres années pour atteindre 58.2 millions de tonnes en 2010.
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Production en millions de tonnes de Production d'huile de colza en

colza. Chiffres 2008 millions de tonnes. Chiffres 2008
Données de FAOSTAT (FAQO) Base de données Données de FAOSTAT (FAO)Base de
de la FAO, accés du 7 janvier 2011 données de la FAO, acces du 7 janvier 2011
Canada 126 121,7% Chine 452 239 %
Chine 121 20,9 % Allemagne 277 147 %
Inde 58 10,0 % Inde 1,81 9,6 %
Allemagne 51 8,8 % Canada 1,78 19,4 %
France 47 81% France 1,49 79%
Ukraine 29 50% Japon 0,95 5,0%
Pologne 21 36% Royaume-Uni 10,75 4,0 %
Royaume-Uni 20 34% Pologne 0,73 13,9%
Australie 1,8 3,1% Mexique 0,54 12,9 %
République tcheque 1,0 1,7% Etats-Unis 0,42 2,2 %
TOTAL MONDE 58,0 |100 % TOTAL MONDE (18,9 100 %

Figure 18 : Production mondiale de Colza et d’huile de Colza en millions de tonnes

1.4.3.4- Implantation

A l'entrée de I'hiver, le colza doit avoir atteint le stade optimal de résistance au froid "8
feuilles", "8 mm au collet”, "15-20 cm de longueur du pivot" et "pas d'élongation de la
tige™. Pour cela, il faut semer tot.

Tableau 1 : Dates limites de semis du colza (CETIOM 2002)

centre, ouest- Pourtour
REGION Nord et Est atlantique Sud ouest méditerranéen
Période optimale de 28/08 au || 25/08 au || 01/09 au
semis 20/08 au 30/08 || 05/08 10/09 10/09
Date limite de semis 05-sept 15-sept 20-sept 25-sept
Période optimale de 25/0B au || 05/09 au || 05/09 au
levée 25-ao(t 10/09 20/09 25/09

On ne doit pas depasser 4 kg de semence a I'hectare. La dose est a calculer en fonction
de l'objectif de peuplement souhaité en sortie d'hiver (40 a 60 pieds/m?2). Une densité
trop élevée peut provoquer une élongation des plantes avant I'hiver et les rendre plus
sensibles au gel. Le développement des racines sera plus faible, d'ou un mauvais
ancrage.
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1.4.3.5- Maladies et ravageurs du Colza

Le Colza souffre de la concurrence des mauvaises herbes, et notamment des
graminées, grosses consommatrices d'azote. Différentes maladies et ravageurs,
peuvent altérer le fonctionnement des peuplements de colza. Les risques de dégats
qu’elles peuvent occasionner et leur degré actuel de maitrise sont trés variables.

Tableau 2 : Principales maladies du Colza

Stade rosette formation des siliques

2 cm<
siliques
>4 cm

Sem

Levée
1 feuille
2 feuilles
3 feuilles
4 feuilles
6 feuilles
montaison
Boutons
floraux
accolés
Boutons
floraux
séparés
Floraison
Chutes
des
pétales
Siliques
bosselées
Graines
colorées

Mildiou

Fonte des semis
Phoma

AUTOMNE

Sclérotinia

Alternaria

Pseudocercosporella

Cylindrosporiose

Oidium

PRINTEMPS

Tableau 3 : Principaux ravageurs du Colza

Stade rosette formation des siliques

Sem

Levee
1 Feuille
2 Feuilles
4 Feuilles
6 Feuilles
Montaison
Boutons
floraux
accolés
Boutons
floraux
séparés
Floraison
Chute des
pétales
2 cm<
siliques
>4 cm
Siliques
bosselées

Limaces

Petites altises

Charancon du bourgeon terminal

Tenthréde de la rave

Mouche du chou

AUTOMNE

Charancon de la tige

Méligéthes

Charancon des siliques

Puceron cendré

Baris

PRINTEMPS
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1.4.3.6- Utilisation

Le colza est surtout cultivé pour ses graines, qui contiennent environ 50% d'une huile
de bonne qualité nutritive (riche en acides gras insaturés). L'huile de colza naturelle
contient de l'acide érucique, qui est cancerigene pour I'homme a dose importante. Des
variétés a faible teneur en acide érucique dites « 0 », ont été sélectionnées. Ce sont les
seules admises pour la consommation humaine. Les variétés dites « 00 » ou double
zéro ont une teneur en acide érucique inférieure a 2 %, et une teneur en glucosinolates
inférieure a 20 micromoles par gramme de la fraction lipidique. A forte dose dans
I'alimentation animale, les glucosinolates sont toxiques et antinutritifs mais a faibles
doses, en dessous des seuils de toxicité, leurs produits de dégradation ont des
propriétés antifongiques, antibactériennes, anti-oxydantes, antimutagéniques et
anticarcinogéniques, ce qui rend la variété dite « 00 » intéressante.

La vente d'huile de colza a connu une baisse importante, I'acide érucique qui y était
contenu étant suspecté de provoquer des maladies cardio-vasculaires. Depuis lors, les
variétés dites 'double zéro' ou ‘colza 00, a trés faible teneur en acide érucique, ont été
mises au point offrant une huile dont la consommation est sans danger. A I’heure
actuelle, les nutritionnistes vantent son fort pourcentage en acides gras monoinsaturés
[acide oléique (60%)] et poly-insaturés [acide linoléique (20%) et acide linolénique
(10%), precurseurs respectivement des familles des acides gras omega-6 et omega-3,
qui rendent cette huile alimentaire particulierement précieuse, entre autres pour leur
intérét dans la prévention des maladies cardio-vasculaires. D'aprés Brette et al., (1983),
I'apparition des variétés de type « 00 », devrait entrainer une augmentation importante
de l'utilisation des tourteaux de colza en alimentation animale et dans ce sens une
diminution des importations de sous-produit d'origine divers.

En Europe c’est I'huile végétale la plus consommée, devant I'huile de tournesol et celle
de soja. L'huile de colza entre dans la composition de la margarine. La consommation
d'huile de colza ou de margarine de colza, pourrait réduire de 70 % le risque de
maladies coronariennes.

Une fois celle-ci extraite, ce qui reste de la graine, le tourteau, riche en protéines (40%
de la matiére seche) est utilisé en alimentation animale.

L'huile de colza a aussi des applications industrielles : un adjuvant destiné a
I'application d'herbicides est par exemple commercialisé depuis 1989. Par ailleurs, le
diester est un carburant a base d'huile de colza estérifiée par du méthanol. Directement
utilisable en mélange avec le gazole par les moteurs diesel ; il ne contribue pas a l'effet
de serre et émet moins de suies que le gazole classique. Une premiére production
expérimentale de 20 000 tonnes a débuté en 1992 en Europe. D'autres débouchés
(limités aujourd'hui a quelques milliers de tonnes) sont en cours d'étude : agents anti-
poussieres dans les silos a grains, lubrifiants (démoulage du béton, fluides
hydrauliques), lipochimie. Afin d'offrir un produit qui permette de faire face a de
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multiples utilisations, les sélectionneurs ont cherché a obtenir des variétés qui différent
par la composition en acides gras de leur huile :

v’ basse teneur en acide linolénique pour éliminer I'odeur de friture en
alimentation humaine,

v’ haute teneur en acide palmitique pour la fabrication de margarine,

v haute teneur en acide érucique, oléique ou gamma-linolénique pour des
utilisations industrielles spécifiques.
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1- Matériel végétal :

Ce travail a eté réalisé sur des graines de deux variétés de colza fantasio et Jura,
fournies par I’ITGC (Institut Technique des Grandes Cultures), (Figure 19; A et B)

Figure 19 ; A : Graines de fantasio, B : Graines de jura

1.1- Mise en culture
v" Imbibition

Les graines de colza sont mises a tremper dans des béchers, que 1’on recouvre de
gaze ; I’ensemble est déposé sous un filet d’eau pendant trois heures (la gaze permet
dans ce cas I’entrée de I’cau, et empéche les graines de sortir du bécher). Cette
technique permet une bonne imbibition et une bonne oxygénation des graines pour
éviter que les substances phénoliques présentes dans les téguments jouent le role de
piége a oxygene.

v Etude de la faculté germinative

Les graines des deux variétés de colza sont mises a germer dans des petits bacs en
plastique tapissés de papier absorbant a raison de 100 graines par bac.

L’arrosage des graines a lieu réguliérement avec de 1’eau pour les témoins, et des
solutions de PEG a différentes concentrations pour les essais. La germination des
graines est suivie pendant 5 jours. Les pourcentages moyens ont été déterminés sur la
base de trois répétitions pour chaque concentration de PEG et pour chaque variété.

v’ Croissance en pot au laboratoire

Les graines germées sont mises & croftre dans des petits pots de 240 cm®, remplis de
terreau et éclairés par des néons 16 heures par jour. L’arrosage se fait réguliérement
avec de I’eau.

Les prélevements et les dosages sont realisés sur des plantules de trois semaines (stade
4 feuilles).
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v Application du stress osmotique au laboratoire.

Les racines des plantes sont rincées et misent dans de I’eau pendant 24 heures, puis
dans des solutions de PEG a différentes concentrations (1% et 5%), pour les plantules
stressées, alors qu’on laisse les racines des plants témoins dans I’eau.

Les prélevements sont effectués toutes les 6, 24 et 48 heures, pour chaque variété et
chaque concentration de PEG.

v Croissance en serre

Nous avons plantés des graines germées dans de grands pots d’un volume de 15,12
litres, contenants un meélange de terre et de fumier, disposés dans une serre afin de
pouvoir contréler les conditions externes. Les pots sont arroses régulierement pendant
les premiers mois de mise en culture.

v Application du stress hydrique par arrét d’arrosage en serre.

A partir du guatrieme mois de mise en culture (plantes au stade leveé), les pots sont
séparés en deux lots

> Un premier lot de plantes témoins arrosées régulieérement (chagque deux jours),

> un deuxiéme lot de pots non arroses, qui représente les plantes stressées par
arrét d’arrosage.

La croissance de 360 plantes des deux variétés a été suivie et les mesures biométriques
réalisées (longueur de la tige).

2- Méthodes utilisées :
2. 1- Au niveau du laboratoire
v’ Statut hydrique des plantules

Le statut hydrique des plantules est déterminé par leur teneur relative en eau (TRE) qui
est mesurée selon la méthode de Clarke et Mc Caing (1982).

Les quatre premieres feuilles de la plantule sont pesées, et le poids obtenu correspond
au poids de la matiére végétale fraiche (PF). Elles sont ensuite mises dans des tubes a
essai contenant de I’eau distillée pendant 24 heures, puis pesées pour avoir le poids a
la turgescence (PT). Pour la mesure du poids sec (PS), les feuilles sont placées dans
une étuve a 60°C pendant 48 heures

La teneur relative en eau des feuilles est établie selon la formule suivante (Ladigues,
1975):

PF - PS
TRE = X 100
PT - PS




v' Mesure de ’ouverture des stomates

Le diameétre des ostioles est régulé par les conditions externes, nous avons donc
mesuré la taille des ostioles des feuilles des deux variétés de colza a différentes
concentration de PEG et a des intervalles de 6, 24 et 48 heures.

Pour I’observation des stomates au microscope photonique, nous avons enduit la face
inférieure des feuilles d’une fine couche de verni a ongles. Aprés deux minutes de
séchage a lair libre, nous avons prélevé délicatement la pellicule de verni seche
contenant les empreintes des ostioles. Cette pellicule est disposée entre lame et lamelle
puis observee au microscope photonique.

La mesure de I’ouverture du stomate est réalisée grace a une lame micrométrique sur
30 stomates pour chaque lame observée.

v Extraction et dosage du malonyldialdéhyde (MDA)

Le dosage du MDA nous permet donc d'évaluer le degré de peroxydation lipidique
dans un tissu végétal.

Acides gras insaturés
Y\.‘ AR/ X

—OH
mf

Figure 20 : Formation du MDA

Le malonyldialdéhyde (MDA) est dosée selon la méthode de Heath et Paker (1968).

0.25g de feuilles fraiches sont broyés dans de I’azote liquide. Le broyat est suspendu
dans 5 mL d’acide trichloroacétique (5% w/V) contenant 1,25% de glycerol.

L’homogénat est centrifugé a 12 000 trs/min pendant 10 min et filtré sur papier
wathman n°1. Les surnageants sont récupérés dans des tubes a essais.

A 2 mL de surnageant sont ajoutés 2 mL d’acide thiobarbiturique a 0.67%; 1’ensemble
est mélangé au vortex, puis les échantillons sont chauffés 30 min au bain Marie a
100°C, refroidis dans de la glace puis centrifugés pendant une minute (pour éliminer la
turbidité).
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L’absorbance est mesurée a 532nm puis & 600nm. Pour éliminer 1’absorbance non
spécifique, 1’absorbance lue & 532nm sera soustraite a celle lue a 600nm.

La quantit¢ de MDA est calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire de
155 nM™*.cm™, selon la loi de Lambert-Beer :

Abs=¢€x L x [C]

ADbs : la valeur de 1’absorbance.
€ : le coefficient d’extinction molaire.
L : le trajet parcouru (ou largeur de la cuve =1 cm).

[C]: La concentration.

v Extraction et dosage des pigments foliaires

Les quatre premiéres feuilles sont broyées a sec puis dans 10 mL d’acétone a 80% a
froid. Le broyat est centrifugé a 3000 trs/min, le surnageant qui contient les pigments
est recupére.

L’absorbance est lue aux longueurs d’ondes suivantes apres étalonnage du
spectrophotomeétre avec de I’acétone a 80%

Aa =647nm et Ab = 663nm pour les chlorophylles aetb

Les teneurs en chlorophylles et en caroténoides sont déterminées selon les équations
de Lichtenthaler (1987) :

Chla = 12.25 DO (Ab) — 2.79 DO (Aa) pg.g™
Chlb = 21.5 DO (Aa) — 5.1 DO (Ab) pg.g*

Les teneurs en pigments foliaires sont exprimées en pg.g™ de matiére végétale séche.
Trois extractions ont été réalisées pour chaque point expérimental.

v Extraction et dosage des sucres solubles et de I’amidon

Les quatre feuilles fraiches de chaque individu sont broyées dans 10 mL d’éthanol a
80% bouillant. Apres agitation, le mélange est centrifugé a 5000 trs/min pendant 20
min. Le surnageant contenant les sucres solubles est récupéré et conservé. Deux autres
extractions sont réalisées a 1’aide de 5 mL d’éthanol a 80% bouillant. Les trois
surnageant obtenus contenant les sucres solubles sont mélangés dans une fiole et
ajustés a 20 mL avec de I’cau distillée.
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L’amidon contenu dans le culot est dilué¢ dans 5 mL d’eau distillée et hydrolysé par 6.5
mL d’acide perchlorique & 60%. Le mélange est incubé au froid pendant 24 heures
pour une hydrolyse compléte de I’amidon, puis centrifugé a 5000 tr/min pendant 20
minutes. Le surnageant est récupéré dans une fiole et il est ajusté a 50 mL avec de
I’eau distillée.

Le dosage des glucides est déterminé par la méthode de McCready et a.l, (1950).

Elle présente la faculté de doser & la fois les sucres solubles et d’estimer la quantité

d’amidon ramenée a sa juste valeur, par utilisation d’un facteur de correction qui est de
0.9.

A chaud, les acides concentrés provoquent une déshydratation des monosacharides par
départ de molécules d’eau a partir des groupements alcools des oses, avec formation
d’hétérocycles : ce sont les dérivés furfuraux. Le 5 hydroxyméthyl furfural formé se
condense avec la forme tautomeére de I’anthrone, I’anthranol. La condensation entraine
la formation de complexes vert-bleu.

H H HO OH HO
& (@) (@)
/ \
HO L k @ﬁ_
}\, \ H%; ? OH
HO— —OH H OH -HO H
OH 3
‘ ‘ -H,0

OH 1 OH 2

o

o
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Figure 21 : processus de formation de I’hydroxyméthyl furfural

Apres agitation du mélange au vortex, les tubes sont mis au bain marie a 100°C
pendant 7 min, une coloration bleu-vert apparait. Apres refroidissement, les densités
optiques sont lues au spectrophotometre a la longueur d’onde de 630 nm.

La courbe étalon est préparée a partir de solution mére de glucose & 200 pg.mL™. Les
dilutions préparées varient de 0 & 100 ug.mL™
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|[Sucres solubles] pg.mL™ || 0| 20| 40| 60| 80| 100
IDO || 0][0312|| 0,439|| 0,505|| 0,624|| 0,877|
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Figure 22 : Courbe étalon des sucres (densiteé optique lue a A = 630nm)
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v’ Extraction et dosage de la proline

La proline est dosée selon la méthode de Troll et Lindsay (1955), simplifiée par Bates
etal., (1973).

La proline réagit avec la ninhydrine en milieu acide et a chaud en donnant un composé
de couleur rouge orangé, soluble dans des solvants organiques (toluene, benzene). Le
réactif est prépare a partir de : 1,25 g de ninhydrine, 30 mL d’acide acétique glacial,
7,5 mL d’acide orthophosphorique et 12,5 mL d’eau distillée

50 mg de matiére végétale fraiche sont broyées, dans un mortier, en présence d’azote
liquide jusqu'a obtention d’une poudre a laquelle 6mL de méthanol sont ajoutes. Apres
agitation du mélange au vortex, 1’ensemble est placé au bain marie a 60°C pendant 45
minutes. Pour éviter toute évaporation, les tubes contenant 1’extrait sont fermés
hermétiquement.

A 0,5 mL du surnageant, sont ajoutés 1 mL d’acide acétique glacial et 1 mL de réactif
a la nynhidrine. Apres agitation du mélange au vortex, I’échantillon est porté pendant
15 minutes au bain marie a 100°C, une coloration rose apparait. Aprés refroidissement
des tubes, 5 mL de toluéne sont ajoutés ainsi qu’une pincée de NaCl pour éliminer
I’eau résiduelle. Le mélange est agité au vortex. Les tubes sont fermés
hermétiquement.
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Apres 24 heures de décantation, deux phases apparaissent ; la phase organique
supérieure (toluene) renferme la proline.

La teneur en proline est déterminée par spectrophotométrie. La densité optique est
mesurée & A =515 nm.

La courbe étalon est réalisée a partir de solutions de concentrations croissantes en
proline préparées a partir d’une solution mére de 2mM

[ [Prolinefmmole.L.” |[ 0 ][ 025 |[ 05 |[075 |[ T |[ 125 |[ 15 |[ 475 |[ 2 |
| DO [0 ][ 0,154 |[0,263 |[ 0,317 |[0,400 |[ 0,484 |[ 0,665 |[ 0,742 |[ 0,886 |
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Figure 23 : Courbe étalon de la proline (densité optique lue a A = 515nm)

v Extraction et dosage de la glycine bétaine (GB)

0.5 g de matiére végetale séche est mis dans un tube a essai contenant 20mL d’cau
deionisée puis et agité pendant 24 heures a 25°C.

Le filtrat est récupére et dilué par du H,SO, (2N), volume a volume.

0.5 mL de la solution acide sont préleveés, versés dans des tubes a centrifugation puis
mis dans de la glace. 0.2mL de réactif de KI/I, sont ajoutés. Les tubes sont stockés a
4°C pendant 16h puis centrifugés a 10 000 trs/min pendant 15 min a 0°C. Le réactif
KI/1, est préparé comme suite : 4 g de Kl et 3,14 g de |, sont dissouts dans 20 mL d’eau
déionisée

Le surnageant est récupéré et les cristaux sont dissouts dans 9 mL de
1,2 dichloroéthane et les tubes sont agités au vortex.

Apres 24 heures, on procede a la lecture au spectrophotométre & une longueur d’onde
de 365nm.
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La courbe étalon est préparée a partir de solution mere de glycine bétaine a 1000
ng.mL™. Les dilutions préparées varient de 0 & 400 pg.mL™

[Glycine betaine]
ng.mL? 0 50 || 100 || 150 || 200 || 250 || 300 || 350 || 400
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Figure 24 : Courbe étalon de la glycine betaine (densité optique lue a L = 365nm)

2.2- Au niveau de la serre
v' Mesures biométriques

Les graines germées des deux variétés sont mises séparément dans de grands pots
disposes dans une serre. L’arrosage des pots se fait tous les deux jours pendant 3 mois.

Les plantes passent par un stade rosette puis au bout de 3 mois commencent a se
dresser et a donner des boutons floraux.

20 jours apres le début du stade levé, nous avons séparé les plantes de chaque variété
en deux lots :

Un premier lot de plantes témoins arrosées régulierement (chagque deux jours)
Un deuxiéme lot de plantes stressées non arrosee

La mesure de la longueur de la tige est effectuée sur toutes les plantes, tous les 3 jours.
Ces mesures ont commenceé lorsque les plantes ont atteint une longueur de 10 cm et
jusqu'a la formation des siliques.
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v" Le rendement

Aprés fécondation, les fleurs donnent des siliques contenant des graines. La maturité
de ces siliques n’étant pas synchrone, elles sont récoltées au fur et & mesure de leur
maturation. Nous avons donc procédé a une récolte sélective qui ne touche que les
siliqgues matures laissant ainsi le temps aux jeunes pour marir.

L’ensemble de graines ainsi récoltées pour chaque variété est pesé ; le poids moyen
des graines est déterminé sur 30 graines pesées séparément, on obtient ainsi une
approximation du nombre de graines récoltées pour chaque variété.
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1- Influence du stress hydrique sur la physiologie du Colza
1.1- Influence du stress osmotique sur la germination

Des solutions de PEGggqo de concentrations croissantes (0%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%,
20%, 30% et 40%), induisant des potentiels osmotiques de 0, -0,17, -0,45, -0,84, -1,34,
-4,48, -9,40 et -16,09 bars, ont été utilisées pour induire les différents niveaux de stress
osmotique testes.

Pour les concentrations de PEG inférieures a 40%, les graines des deux variétés
présentent une cinétique de germination sigmoide, avec une phase de latence, une
phase exponentielle et un plateau. (Figure 25).

Le temps de latence augmente avec la concentration en PEG ; il est de 9, 21 et 33
heures pour des pressions osmotique respectives de -1,34, -4,48 et -9,40 bar.

Un plateau optimal avoisinant les 100% de germination est atteint presque
simultanément apres 36 heures de mise en germination, chez les deux variétés et pour
des pressions osmotiques des solutions d’imbibition inferieures ou égales a -4,48 bar.
La pression osmotique du milieu externe est moins importante que celle du milieu
interne favorisant ainsi une circulation d’eau depuis I'extérieur vers I’intérieur des
graines pour permettre une germination maximale.

Pour une concentration de 30 % de PEG, la pression osmotique est de -9,40 bar et le
taux de germination atteint un maximum de 40% aprés 72 heures d’expérimentation
pour les graines des deux variétés. Le PEG étant un polymere hautement hydrophile,
va emprisonner une plus grande quantité d’eau ce qui augmente la pression osmotique
du milieu externe et qui réduit considérablement la circulation de 1’eau depuis la
solution vers le milieu interne de la graine, réduisant ainsi le pouvoir germinatif; le
taux de germination reste faible.

Lorsque le potentiel hydrique des solutions d'imbibition est abaissé par 1’addition de
PEG, la pression osmotique des solutions augmente et 1’eau n’entre pas dans la graine.
A -16,09 bars, la pression osmotique de la solution d’imbibition est trop forte, les
graines des deux variétés ne sont pas suffisamment imbibées, et la capacité
germinative est nulle.

La germination des deux variétés n'est pas significativement affectée par des
concentrations en PEG engendrant des potentiels hydriques inférieurs a -4,48bar. Le
temps moyen de germination est le méme chez les deux variétés et les différences de
taux de germination entres les variétés ne sont pas significatives.

Cependant une différence hautement significative entre les semences témoins et les
semences soumises a un stress osmotique de -9,40 bar est observée chez les deux
variétés. Dés I’application d’un stress osmotique de -9,40 bars, la capacité germinative
est significativement réduite.
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Figure 25: Effet d’un stress osmotique provoqué par différentes concentrations de PEG sur la
germination des graines de colza varieté fantasio et jura (Chaque point représente la moyenne
de 3 répétitions).
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Les résultats relatifs a I’effet du stress osmotique sur la germination montrent que les
semences des deux variétés de colza résistent bien a des pressions osmotiques
inferieurs ou égales a -4,48 bars. Au de-la de cette valeur, plus la pression osmotique
est élevée, plus le taux de germination diminue et le temps moyen de germination
augmente.

La valeur limite du potentiel pour laquelle la totalité des graines ne germe plus se situe
entre -9,40 et -16,09 bars.

La germination est considérée comme étant une étape critique dans le cycle de
développement de la plante. En effet, elle conditionne la croissance et le
développement de la plante, et probablement sa productivité ultérieure. (Tremblin et
Binet., 184). La résistance de la germination a des conditions de stress est un facteur
important dans I’établissement des espéces (Mc William et al., 1970 ; Boydston.,
1989).

Les especes tolérantes au stress hydrique au cours de la germination ne sont pas
nécessairement celles qui sont les plus adaptées a la secheresse au stade adulte (Mc
Ginnies., 1960).
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1.2- Effets du stress osmotique sur les plantules de colza.

Les plants de colza des deux variétés fantasio et jura sont soumis a un stress osmotigque
provoqué par la présence de molécules de PEGggy @ des concentration de 0%, 1% et
5%, correspondant respectivement aux pressions osmotiques de 0, -0,05 et -0,45 bars.

1.2.1- Effets du stress osmotique sur la teneur relative en eau (TRE) et sur
I’ouverture des stomates

1.2.1.1 — Teneur relative en eau

La teneur relative en eau est mesurée sur les quatre premieres feuilles des jeunes plants
des deux variétés. La mesure de la TRE a été réalisee pour chaque heure de
prélevement et pour chaque concentration de PEG.

100 A TRE % fantasio 100 * TRE % jura
90 90
80 80
70 70 NI
60 60
bars T bars
50 T T 1 50 T T H
0 -0,2 -0,4 -0,6 0 -0,2 -0,4 -0,6

Figure 26 : Evolution de la teneur relative en eau des feuilles témoins et stressées des deux
variétés en fonction de I’intensité du stress (chaque point représente la moyenne de 3

répétitions) —e—6h —@—24h 48h

Pour les plants temoins, la TRE reste constante et supérieure a 95%, chez les deux
varietes.

Chez la variété fantasio, la TRE est de 86,19 + 4,34% apres 6 heures
d’expérimentation lorsque la pression osmotique de la solution est de -0,05 bars, cette

valeur va baisser considérablement pour atteindre 70,00 £ 6,12% aprés 24 heures de
stress. La TRE se stabilise a 69,00 + 4,00% apres 48 heures de stress.

La TRE chute considérablement et atteint 71,00 + 6,24 pour la variété fantasio apres 6
heures de stress lorsque la pression osmotique de la solution est de -0,48 bars. Cette
valeur va diminuer progressivement pour atteindre 65,00 £ 2,00% apres 24 heures,
puis 59,00 = 4,56% apres 48 heures d’expérimentation. Cette diminution de la TRE
reste faible mais significative.
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Chez la wvariété jura, la TRE est stable durant les premieres 24 heures
d’expérimentation lorsque la pression osmotique de la solution est de -0,05 bars (83,00
+ 5,43%). Cette valeur va chuter significativement apres 48 heures pour atteindre
68,00 £ 3,34%.

La TRE est de 77,00 = 4,00% aprés 6 heures pour des pressions osmotiques de -0,48
bar, puis elle diminue pour atteindre 70,00 £ 2,27% aprés 24 heures. La TRE chute
ensuite considérablement apres 48 heures d’expérimentation pour atteindre 52,00 +
3,43%.

Chez les plantes stressees, la TRE va baisser considerablement au cours du temps
d’expérimentation. La pression osmotique du milieu extérieur fait diminuer la teneur
en eau chez la plante toute entiére (Slayter., 1974 ; Sairam et al., 2001)., entrainant
donc, une diminution de la mobilité des éléments nutritifs. 1l y a aussi diminution du
volume du milieu aqueux ou se passent les réactions biochimiques qui assurent le
meilleur développement de la plante. L’effet dépressif de la carence en eau sur I’état
hydrique de la plante peut étre irréversible, si la période de stress est prolongée,
entrainant la mort de la plante (EI Mourid., 1996 ; Samir., 1993 ; Casals., 1996).

La perception de la contrainte hydrique n’est pas la méme chez les deux variétés.
Lorsque la pression osmotique des solutions est de -0,05 bars, la variété jura présente
au début du stress une meilleure résistance et la TRE ne baisse réellement qu’apres 24
heures de stress contrairement a la variété fantasio. Lors d’un stress plus important, (-
0,48 bars), c’est la variété fantasio qui présente une meilleure resistance, avec des TRE
plus importante que chez la variété jura, durant toute la durée de 1’expérimentation.

La diminution de la TRE est plus rapide chez les variétés sensibles que chez les
variétés résistantes (Scofield et al., 1988). Une TRE élevée dans des conditions de
stress a été observée chez le soja (Zeghida et al., 2004). Les génotypes qui
maintiennent une TRE élevée plus longtemps en présence de stress hydrique sont en
général des génotypes tolérants Nouri., (2002).

1.2.1.2- Effets du stress osmotique sur I’ouverture des stomates

La longueur moyenne des stomates chez les deux variétés est de 50 um + 2 pum
(mesurée sur 100 stomates).

L’ouverture ou la fermeture des stomates est due a une déformation des cellules de
garde. Ce modele est confirmé par la différence « Tg — Te » entre la pression de
turgescence des cellules de garde et celles des cellules épidermigues voisines.

Si Tg — Te <0, les cellules de garde sont comprimées et I’ostiole est fermé
Si Tg — Te > 0, I’ostiole est ouvert par gonflement des cellules de gardes.

Le degré de fermeture et d’ouverture des stomates varie avec les espéces (Gharti et
Lales., 1990). Le principe de fonctionnement des stomates repose essentiellement sur




les variations du potentiel de turgescence dans les cellules de garde. Celles-ci sont
déterminées par de nombreux facteurs dont certains sont liés a 1I’environnement et
d’autres a la plante elle-méme (Ben Naceur., 1994).

Stomate ouvert

Ostiole

Stomate fermé

Figure 27 : Photo de stomates de colza observés au microscope photonique
(Grossissement G x 40)

Dans cette étude (Figure. 28), les stomates restent ouverts chez les plants temoins des
deux variétés étudiées ; toutefois, I’ouverture des stomates chez la variété fantasio est
plus importante que chez la variété jura. Chez la variété fantasio, I’ouverture
stomatique est de 9,0 £ 0,1 um a 7,0 + 0,5um pour des TRE respectives de 98% et de
96%. Alors que chez la variété jura, elle est de 6,0 £ 0,3um a 98% de TRE, et diminue
pour atteindre 4,0 £ 0,7um a 90% de TRE.

Le rythme de la transpiration est affecté par des facteurs exterieurs et peut étre calculé
a partir de données climatiques (rayonnement solaire, degré de saturation de l'air en
vapeur d'eau et vitesse du vent). L’eau transpirée par les feuilles est d’autant plus
importante que l‘ambiance climatique est élevée. Lorsque la plante n'est pas bien
alimentée en eau, sa TRE baisse et la réponse immédiate consiste en la fermeture des
stomates afin de ralentir la transpiration. L’intensité de fermeture des stomates est
directement liée aux variations de la TRE.

Chez les plants stressés des deux variétés, une réduction de 1’ouverture stomatique,
voire une fermeture compléte fortement liée a la diminution de la TRE est observée.

Chez la variété fantasio et pour une TRE de 80%, I’ouverture des stomates est réduite
a 3,0 £ 0,2 um, et la fermeture totale des stomates est observée a une TRE de 60%.
Chez la variété jura, la fermeture des stomates est plus précoce, elle est réduite a 2,0 +
0,2 um lorsque la TRE est de 86%. La fermeture totale des stomates est atteinte a une
TRE de 68% seulement.

La diminution progressive de la teneur relative en eau des feuilles provoque une
fermeture graduelle des stomates chez les deux variétés de Colza ; chez la variété jura,
la fermeture des stomates est plus rapide et plus sensible a la baisse de la TRE.
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La diminution du potentiel hydrique sous I’effet du stress osmotique induit par le PEG,
provoque la fermeture graduelle des stomates. La fermeture et la rapidité de fermeture
des stomates dépendent de I’intensité¢ du stress osmotique induit pas la concentration
de PEG, mais aussi de la perception de la contrainte hydrique par la plante. Elle varie
au sein d’une méme espece et d’une variété a une autre (Richards., 2006 ; Casadebaig.,
2008)

Lors de nos expérimentations, une fermeture des stomates proportionnelle a la
concentration de PEG a été observée. En conditions de contrainte hydrique, les
stomates se ferment pour diminuer les pertes d’eau. Cette fermeture se traduit par une
diminution de la conductance stomatique. (Chartzoulakis et al., 1999 et Giorio et al,.
1999).

La conductance stomatique est affectée par les teneurs en eau dans le sol, elle est
maximale pour un sol a 45-60% de sa capacité au champ (Clavet., 2000 ; Stern et al..
1998 ; Lu et Zhang., 1999)

La sensibilité a la baisse de la TRE est plus importante chez la variété jura avec une
fermeture plus rapide et plus importante des stomates que chez la variété fantasio, ce
qui implique une meilleure résistante stomatique chez cette derniere.
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Figure 28 : Taille des stomates au niveau des feuilles des variétés fantasio et jura en fonction
de la teneur relative en eau (Chaque point est la moyenne de 30 mesures).

Le degré de fermeture et d’ouverture des stomates varie avec les espéces (Gharti
Chhrti et Lales., 1990 ; Ben Naceur., 1994).

Sur de jeunes plants, les stomates sont trés sensibles & la sécheresse et se ferment
progressivement avec le déficit hydrique foliaire (Dossou et al., 1984).




1.2.1.3 — Discussion

Le stress induit chez les plantes une diminution du contenu relatif en eau (Albouchi et
al., 2000). La teneur relative en eau est un bon indicateur de 1’état hydrique de la
plante sous stress (Clark et Mac-Caig., 1982).

La sécheresse «vécue par la plante» se définit par les conditions physiques de
I’environnement immédiat de la plante : demande évaporative de 1’air au niveau des
feuilles et disponibilité de 1’eau dans le sol au contact des racines (Tardieu et al.,
2006). L’¢tat hydrique d’une plante est directement li¢ a la différence entre le flux
d’eau entrant par les racines et celui qui s’échappe par les feuilles au méme instant
(Tardieu et al., 2006). Ce flux d’eau traversant la plante est conditionné a la fois par
les conditions physiques de I’environnement de la plante (température, vent..), mais
également par le contrble « biologique » exercé par la plante sur le flux d’eau via la
fermeture des stomates.

Une corrélation positive a été signalée entre la transpiration et I'état hydrique de la
plante (Shiya., 1991; Behboudian et Lawes., 1995), ainsi qu’entre la TRE et le nombre
de feuilles quelles que soient les conditions hydriques (Teulat et al., 1997). La
régulation de la conductance stomatique reste le mécanisme majeur intervenant a court
terme pour limiter les pertes d’eau. Le potentiel hydrique foliaire sera maintenu
d’autant plus longtemps que la fermeture des stomates est précoce. Celle-ci peut
intervenir a des potentiels hydriques foliaires différents en fonction du génotype
(Mojayad et Planchon., 1994) et du stade de développement (Morizet et Merrien.,
1990). Une fermeture stomatique complete au bout de 6 jours de contrainte hydrique
est obtenue chez Vigna et Phaseolus (Vasquez., 1989). Une relation lineaire a été
établie entre la conductance stomatique et le potentiel hydrique pour des valeurs de
potentiel hydrique comprises entre - 2 et -4 MPa chez le caroubier (Herwitz et al.,
1988).

Chez les deux variétés de colza, la teneur en eau des feuilles diminue
considérablement aprés instauration du stress osmotique. Cette baisse proportionnelle
a I’intensité du stress s’accompagne par une importante réduction de 1’ouverture
stomatique, puis une fermeture totale des stomates. Par ailleurs, selon la variété, nous
avons pu mettre en évidence des différences dans la pente de corrélation entre le statut
hydrique et I’ouverture stomatique indiquant une sensibilité différente aux variations
de potentiel hydrique. Chez la variété jura, la fermeture stomatique rapide pourrait étre
un critetre d’une meilleure adaptation a la sécheresse, permettant a la plante
d’économiser I’eau disponible et de maintenir une teneur en eau des tissus élevée et
aussi une certaine sensibilité a la déshydratation qui accélere le mouvement de
fermeture des stomates pour minimiser les pertes d’eau par évapotranspiration. Au
contraire une fermeture stomatique moins rapide chez la variété fantasio, peut traduire




une certaine tolérance a la déshydratation qui peut étre accompagnée d’un ajustement
osmotique. Ces capacités d’ajustement existent chez le caroubier (Nunes et al., 1989).

1.2.2- Effet du stress osmotique sur la teneur en chlorophylles a et b

Une augmentation de la teneur en chlorophylles a et b des feuilles proportionnelle a la
diminution de la teneur relative en eau est observee chez les deux variétés. Cette
accumulation est plus réguliere et plus importante chez la variété jura.

Chez la variété fantasio, I’augmentation de la teneur en chlorophylle a est rapide et
réguliére. Elle est de 1,33 + 0,58 pg.g™, 5,36 + 1,03 pg.g*, 13,75 + 2,11 pg.g™~ et
21,48 + 4,97 pug.g™ pour des TRE respectives de 98%, 96%, 76% et 69%. Lorsque le
stress est important (TRE de 59%), le taux de chlorophylles a est de 24,07 £ 0,07
ug.g™.

L’accumulation de la chlorophylle a chez la variété jura est pratiquement constante et
plutdt faible (6,36 + 2,08 pg.g™) lorsque le stress est faible (TRE supérieure & 80%).
Puis une augmentation brutale du taux de chlorophylles a est observée. Elle passe a
13,07 + 0,98 pg.g™ et 14,85 + 0,45 pg.g™ pour des stress moyens (70% et 68% de
TRE). Un pic d’accumulation de 31,44 + 1,03 pg.gest obtenue lorsque le stress est
important (TRE de 52%).
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Figure 29: Evolution de la teneur en chlorophylles a et b des feuilles témoins et stressées, des
variétés fantasio— et jura— en fonction de la teneur relative en eau (chaque point
représente la moyenne de 3 répétitions).
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L analyse de la chrolophylle (a) illustrée a la figure (29), montre qu’elle est d’autant
plus importante que la teneur relative en eau des feuilles diminue, en particulier chez
la variété jura.

Chez les plantes bien hydratées de la variété fantasio, le taux de chlorophylle b (1,13 +
0,19 pg.g™t), est plus faible que celui chez la variété jura (2,58 + 0,06 pg.g™). Le taux
de chlorophylle b augmente légérement pour atteindre 1,66 + 0,75 pg.g 'chez fantasio,
et 3,28 + 0,20 pg.g™. Chez jura lorsque le stress est faible (TRE de 80% et 83%.)

Avec la poursuite de la baisse de la TRE, 1’augmentation du taux de chlorophylle b
devient plus importante chez les deux variétés. Elle passe & 3,45 + 0,15 pg.g™, 5,05 +
0,72 pg.g™ et 6,35 + 0,91 pg.g™” chez fantasio, et 5,04 + 0,06 pg.g™ et 5,33 + 0,82
Hg.gchez jura lorsque le stress est moyen.

Des pics respectifs de 8,28 + 0,08 ug.g™ et 8,46 + 0,05 pg.g™* sont atteint pour fantasio
et jura lors d’un stress important (TRE 56% et 52%)

Chez les deux variétés, le stress osmotique induit ’accumulation de chlorophylles a et
b en fonction de la concentration de PEG. Des études précedentes sur des cellules
chlorophylliennes de dicotylédones ont montré que la production de chlorophylles
augmente sous 1’effet d’un stress salin (Winicov et Button., 1991 ; Locy et al., 1996 ;
Chang et al., 1997).

Cette augmentation de chlorophylles pourrait étre une réponse cellulaire authentique
pour contrecarrer les effets du stress osmotique (Winicov et Button., 1991). Une
augmentation des chlorophylles et des protéines photosynthétiques a été observée dans
les cellules cultivées de la luzerne ; cette augmentation jouerait un réle important dans
la capacité de tolérance au sel de ces cellules (Winicov et Seemann., 1990).

L’augmentation du taux de chlorophylles en réponse a un stress osmotique en
condition de stress salin, pourrait étre liee au développement du chloroplaste, Chang et
al., (1997).

1.2.3- Effets du stress osmotique sur la peroxydation lipidique

Le malondialdéhyde (MDA), est le produit final de la peroxydation lipidique (Heath et
Packer., 1968; Loreto et Vejikova., 2001; Sunkar et al., 2003). C’est ’un des produits
finaux de la peroxydation des lipides membranaires (Ohkawa et al., 1979; Guichardant
et al., 1994). Le dosage de la MDA est un moyen efficace d'évaluer les dommages du
stress oxydatif sur la membrane (Shao et al., 2005; Katsuhara et al., 2005).

Pour les deux variétés, le taux de MDA augmente en fonction de la diminution de la
TRE. (Figure 30).

Chez la variété fantasio, le taux de MDA reste faible 0,30 + 0,11 mg.g'1 lors d’un stress
moyen (TRE supérieures a 70%), puis il augmente rapidement pour atteindre 1,89 +
0,40 mg.g™*et 3,83 + 0,03 mg.g™ lorsque le stress est important (TRE 69% et 59%).
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Chez la variété jura, ’accumulation de MDA est régulicre et importante; elle passe de
0,05 + 0,02 mg.g™* & 0,75 + 0,18 mg.g™* pour des stress faibles (TRE 86% et 83%), puis
41,785+ 0,12 mg.g™, et 2,69 + 0,13 mg.g™* & des stress moyens (TRE 70% et 68%), ce
qui est légérement supérieur aux taux de MDA de la variété fantasio et pour les mémes
teneurs en eau des feuilles.

A des stress important (TRE de 52%), le taux de MDA chez la variété jura atteint 4,59
+0,01 mg.g™.

La stabilité du taux de MDA chez la variété fantasio jusqu'a une TRE de 70%, montre
que la peroxydation des lipides membranaires n’est pas trés importante et qu’elle
commence a étre importante lorsque le stress devient severe. Contrairement a la
variété jura ou on remarque que le taux de MDA augmente lorsque la TRE diminue
tres faiblement. La dégradation des lipides membranaires est donc trés sensible au
stress chez cette variéte.
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Figure 30 : Evolution de la teneur en MDA des feuilles témoins et stressées de la variété
fantasio et jura en fonction de la teneur relative en eau (chaque point représente la moyenne
de 3 répétitions).

Avec I’'intensification du stress, ’accumulation de la MDA s’intensifie chez les deux
variétés. Elle est plus importante chez la variété jura, ce qui implique une plus grande
sensibilité membranaire chez cette variéte.

L’augmentation de la teneur en MDA met en évidence la présence d’un stress oxydatif
au niveau des feuilles de colza.

Le PEG agit comme un agent osmotique ; il va augmenter la pression osmotique dans
la solution, provocant ainsi un stress osmotique et favorisant la formation de radicaux
libres ou espéces oxygénées réactives ('O, O,, OH, H,0, HOO.), lesquels
s'attaquent aux lipides insaturés conduisant a la libération d'hydroperoxydes (RO.,
ROO., RCOO., etc...) trés nocifs pour les constituants cellulaires et en particulier pour
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les membranes cellulaires (Thompson et al., 1987; De Vos et al., 1993; Wecks et
Clijesters., 1996)

La réduction de la croissance sous 1’effet d’un stress salin de différentes variétés de
tomates est étroitement associée a une augmentation des niveaux de peroxydation
lipidique. Par ailleurs, les variétés tolérantes au sel ont accumulé moins de MDA par
rapport aux varietés sensibles (Koca et al., 2007).

La réduction du taux de MDA est un indicateur important de la tolérance au stress,
chez les variétes tolérantes au sel de I'orge (Liang et al., 2003), du sorgho (Brankova et
al., 2005) et du tabac (Ruiz et al., 2005).

1.2.4- Effets du stress osmotique sur les teneurs en osmolytes
1.2.4.1- Effets du stress osmotique sur les teneurs en sucres solubles et en amidon
1.2.4.1.1- Les sucres solubles

La figure 31 représente la teneur en sucres solubles des feuilles en fonction de la
teneur relative en eau (TRE) des feuilles. Pour les deux variétés, une augmentation du
taux de sucre proportionnelle a la diminution de la teneur relative en eau des feuilles
est observée.
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Figure 31 : Evolution de la teneur en sucres solubles des feuilles témoins et stressées de la
variete fantasio et jura en fonction de la teneur relative en eau (chaque point représente la
moyenne de 3 répétitions)

Chez la variété fantasio, le taux de sucre reste pratiquement stable chez les plantes
bien hydratées (0,180 + 0,030 mg.g™ MVS), puis augmente légérement au fur et a
mesure de la baisse de la TRE. Il atteint 0,217 + 0,072 mg.g™ & des stress faibles (TRE
de 80%) et 0,238 + 0,092 mg.g™ & des stress moyens (TRE de 70%).
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L’augmentation du taux de sucre devient beaucoup plus importante lors d’un stress
sévere (TRE 59%) ; le taux de sucre dans les feuilles va pratiguement doubler
atteignant ainsi 0,406 + 0,053 mg.g™* de MVS.

Chez la variété jura, la cinétique est différente. L augmentation de la teneur en sucre
soluble est plus importante et réguliére ; elle passe de 0,26 + 0,03 mg.g™ MVS chez les
plantes bien hydratées, 0,33 + 0,06 mg.g™* & des stress faibles (TRE 86%), puis 0,37
+ 0,08 mg.g7, & des stress moyens (TRE 70%), pour atteindre 0,57 + 0,009 mg.g™
lorsque le stress est important (53% de TRE).

1.2.4.1.2- Amidon

La figure 32 représente le taux d’amidon des feuilles en fonction de leur teneur relative
en eau chez les deux variétés. Une diminution du taux d’amidon proportionnelle a la
diminution de la teneure relative en eau des feuilles est constatee
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Figure 32 : Evolution de la teneur en amidon des feuilles témoins et stressées de la variéte
fantasio et jura en fonction de la teneur relative en eau (chaque point représente la moyenne
de 3 repétitions)

Chez la variété fantasio, la diminution de la quantité d’amidon est réguliere. Le taux
d’amidon qui est de 0,52 + 0,06 mg.g™ de MVS chez les plantes bien hydratées, va
diminuer progressivement en fonction de la baisse de la teneur en eau des feuilles pour
atteindre 0,190 + 0,004 mg.g™ & de faibles stress (TRE 80%), et 0,13 + 0,01 mg.g™ &
des stress moyens (TRE 70%). Lorsque le stress est important (TRE 59%), le taux

d’amidon est au plus faible (0,068 + 0,006mg.g'1 de MVS).

Chez jura, la baisse du taux d’amidon est plus brutale, passant de 0,522 + 0,003 mg.g'1

chez les plantes bien hydratées, & 0,175 + 0,03 mg.g™ pour des stress moyens (TRE
77%).

La diminution de la teneur en amidon devient ensuite beaucoup plus faible, se
stabilisant & 0,126 + 0,06 mg.g™* pour des stress importants (TRE jusqu’a 52%).
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> Discussion

Les sucres solubles contribuent a maintenir la turgescence cellulaire au cours du stress,
et a prévenir la dénaturation des protéines et de la membrane cellulaires (Crowe et al.,
1992).

Dans des conditions de sécheresse, la teneur en hexoses augmente dans les feuilles de
cotonnier, tandis que celle de I'amidon diminue (Eaton et Ergle., 1948). La sécheresse
réduit l'utilisation des glucides par la plante (Eaton et Ergle., 1948 ; Hartt., 1963). Le
transfert des glucides en dehors de la feuille était considérée comme une condition
necessaire a l'obtention de rendements photosynthétiques élevés (Humpheries., 1963).
La dégradation de réserves amylacées, et I’accumulation de glucides dans les feuilles
lors d’une sécheresse, varient avec 1'espéce étudiée (Jeremias., 1965)

Avec la diminution de la TRE suite au stress osmotique, la dégradation de I’amidon et
I’accumulation des sucres solubles ne se font pas de la méme intensité chez ces deux
variétés de Colza. C’est la variété jura qui présente une dégradation plus rapide de
I’amidon et une meilleure accumulation des sucres (figure : 33).
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Figure 33 : Evolution de la teneur en sucres solubles — et en amidon —chez les deux
variétes de colza en fonction de la TRE

L’augmentation de la teneur en sucres solubles au niveau des deux variétés de colza,
pourrait s’expliquer par la vitesse et I’intensité de la dégradation de leurs réserves
d’amidon. La conversion de 1’amidon en sucres solubles est observée chez les deux
variétés de colza, mais elle est beaucoup plus rapide chez la variété jura, chez qui une
dégradation de I’amidon brutale est observée suite a une faible diminution de la TRE
des feuilles, alors que chez la variété fantasio, la dégradation de I’amidon est
progressive et graduelle, suivant la diminution de la TRE. L’accumulation des sucres
solubles chez la variété jura est plus réguliere et plus intense, elle est sensible a la plus
faible diminution de la TRE des feuilles, alors que chez la variété fantasio,
I’accumulation des sucres solubles reste faible jusqu'a des TRE de 70%, puis
I’augmentation devient plus importante lorsque la TRE chute d’avantage (figure : 33)
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La diminution de la teneur relative en eau provoque une diminution importante des
réserves amylacées et une augmentation du taux des sucres solubles. Lors d’un stress
osmotique, une conversion rapide de I'amidon en sucres solubles est observee.

Chez deux variétés de banane (la banane plantain et la banane dessert), ’existence
d’une plus faible hydrolyse de I’amidon chez la banane plantain que chez la banane
dessert durant tous les stades de mirissement a €té observée. L’amidon est donc
completement ou suffisamment dégradé chez les bananes de dessert contrairement a la
banane plantain d’ou des pics plus élevés de teneurs en glucides chez ces premicres
(Mariott et al., 1981 et par Marchal et al., 1988).

1.2.4.2- Laproline

La figure 34, représente I’évolution de la teneur en proline en fonction de la TRE pour
les deux variétés de colza. Une augmentation de la teneur en proline proportionnelle a
la diminution de la teneur relative en eau des feuilles est remarquée. Nous notons
également que la teneur en proline est deux fois plus importante chez la variété
fantasio que chez la variété jura a des TRE inférieures a 60 %.

Chez la variété fantasio, la teneur en proline reste pratiquement stable pour de faibles
stress (TRE supérieures & 80 %) avec une valeur de 0,115 + 0,070 mg.g™ de MVS,
puis elle augmente graduellement pour atteindre 1,133 + 0,140 mg.g™, et 1,64 +
0,61mg.g™ & des stress moyens (TRE 75% & 65%). Un pic de 6,77 + 0,03mg.g™ de
proline est atteint lorsque le stress est important (TRE 56%). L’accumulation de la
proline chez la variété fantasio commence réellement lorsqu’on est en présence d’un
stress moyen (TRE inférieures a 76%).

Chez la variété Jura, I’accumulation de la proline est plus rapide ; des le début du
stress, elle passe de 0,107 + 0,020 mg.g™ de MVS chez les plantes bien hydratées, a
0,635 + 0,190 mg.g™* & de faibles stress (TRE de 83%). Cette augmentation se poursuit
avec la baisse de la TRE pour atteindre et 0,869 + 0,030 mg.g™* & des stress moyens
(TRE 68%). Un pic de proline moins important que chez la variété fantasio (3,12 *
0,10 mg.g™* de MVS), est atteint lorsque le stress est important (52% de TRE).
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Figure 34 : Evolution de la teneur en proline des feuilles témoins et stressées de la variété
fantasio et de jura en fonction de la teneur relative en eau (chaque point représente la
moyenne de 3 répétitions).

La proline est la molécule la plus accumulée chez les organismes lors d’un stress

(a°

(Nakashim., 1998). Elle est considérée comme source d’énergie, d’azote et de carbone,
pour la reprise du métabolisme mais aussi comme un osmolyte en réponse a la
déshydratation (Kavi et al., 1995).

L’augmentation de la teneur en proline serait reliée directement a I’application du
stress hydrique (Cechin et al., 2006). Chez les plantes, une accumulation de la proline
a été signalé aprés un stress salin, une sécheresse, des températures élevées ou basses,
la présence de métaux lourds, une infection par des pathogénes, I’anaérobiose, la
carence en nutriments, la pollution atmosphérique et [lirradiation UV (Hare et
Cresson., 1997; Saradhi et al., 1995; Siripornadulsil et al., 2002). Plus le niveau de
stress appliqué augmente plus les teneurs en proline deviennent plus marquées
(Savouré et al., 1995). Cette corrélation négative entre 1’accumulation de la proline et
I’humidité du sol est observée chez différentes especes de blé dur (Nouri., 2002) et
chez la luzerne (Hireche., 2006).

L'accumulation de la proline joue un role adaptatif dans la tolérance au stress des
plantes. Des études in vitro ont montré que la proline peut étre un récepteur des formes
actives d’oxygeéne (Smirnoff et Cumbes., 1998). Elle peut fonctionner comme
molécule chaperon stabilisant la structure des protéines ; I'accumulation de proline
peut équilibrer le statut cellulaire redox. Cette accumulation pendant un stress
osmotique est principalement due a I’augmentation de la synthese et a la réduction de
sa dégradation. (Rentsch et al., 1996).

Une augmentation du taux de proline proportionnelle a la diminution de la TRE est
observée chez les deux variétés. Cependant, chez la variété fantasio, I’accumulation de
la proline est plus tardive et plus importante que chez la variété jura; en effet, les
cinétiques d’accumulation de proline en fonction de 1’évolution de la TRE n’est pas la
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méme pour les deux variétés. Une meilleure accumulation de proline lors du stress
osmotique a long terme, est observée chez la variété fantasio.

Une augmentation réguliere et fonction de I’intensité du stress de la quantité de proline
a été mise en évidence dans les feuille de Parkisonia aculeata L. (Benadjaoud et al.,
1998).

Le transport de cet acide aminé du lieu de synthese au site de résistance apparait

comme un paramétre important dans I’acquisition de la résistance des plantes a la
salinité (Paquin, 1986).

1.2.4.3- La glycine bétaine

La figure 35, représente 1’évolution de la teneur en glycine bétaine en fonction de la
TRE pour les deux variétés de colza. L’allure générale montre une augmentation du
taux de glycine bétaine proportionnelle a la diminution de la teneur en eau des feuilles
chez les deux variétés. Il faut noter que chez la variété fantasio I’accumulation de la
glycine bétaine est beaucoup plus rapide et plus importante que chez la variété jura.
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Figure 35 : Evolution de la teneur en glycine bétaine des feuilles témoins et stressées des
varietes fantasio et jura en fonction de la teneur relative en eau (chaque point représente la
moyenne de 3 répétitions.).
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Le taux de glycine bétaine des feuilles des plants bien hydratés est plus faible chez la
variété jura (1,1 + 0,5 ng.g™) ; chez la variété fantasio ce taux est de 3,2 + 0,3 ng.g™.
L’augmentation du taux de glycine bétaine reste faible jusqu’a des stress moyens (TRE
de 70%) chez la variété jura. Elle atteint 10,8 + 1,0 ng.g™*. Elle augmente ensuite
rapidement et passe & 69,7 + 0,7 ng.g™* lorsque le stress est important (52% de TRE).

Chez fantasio, I’'accumulation de glycine bétaine reste faible et atteint 5,0 + 0,2 ng.g™,
58 + 0,5 ng.glet 6,2 + 0,7 ng.g™ chez les plants hydratés et moyennement stressés
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(TRE respectives de 96%, 76% et 71%). L’augmentation du taux de glycine bétaine
devient ensuite plus importante; (66,9 £ 9,3 ng.g'l) lorsque le stress devient plus sévere
(la TRE est a 69%). Un maximum d’accumulation de glycine bétaine de 149,2 + 7,1
ng.g* est atteint pour un stress trés important & une (TRE de 59%.)

La glycine bétaine (GB) est un dérivé d'acide aminé qui est synthétisé par un grand
nombre d'organismes comprenant les Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Gramineae,
Compositae et Malvaceae (Gorham., 1996; Blunden et al., 1999).

En plus de sa fonction dans I'osmoregulation, la glycine bétaine a un réle dans la
protection des protéines fonctionnelles, des enzymes (par exemple : la Rubisco), et des
lipides de l'appareil photosynthétique et aussi pour maintenir le transfert d’électron
dans les membranes de thylakoides (Xing et Rajashekar., 1999; Allakhverdiev et al.,
2003).

Le stress sévére s’accompagne par une forte accumulation de glycine bétaine chez les
deux variétés, mais cette accumulation est plus sensible a la diminution de la TRE
chez fantasio, elle est également beaucoup plus intense chez cette variété et atteint des
valeurs 3 fois plus importantes que chez jura. C’est la variété fantasio qui accumule le
taux le plus élevé de glycine bétaine en conditions de stress sévére, et présente une
meilleure capacité a accumuler la glycine bétaine lors d’un stress osmotique.

Les cellules du tabac BY-2 contiennent de la proline, mais pas de bétaine.
L’accumulation de la proline est fortement induite en réponse a un stress salin (NaCL
200mM) (Okuma et al., 2004). L’application de proline et de bétaine exogenes sur des
cals transgéniques de tabac BY -2 cultivées, atténue I'inhibition de la croissance de ces
cellules, lors d’un stress salin de NaCl 200 mM, accompagné d'une accumulation
accrue de la proline (Okuma et al., 2004; Hoque et al., 2007).

1.2.4.4 — Discussion

L’ajustement osmotique apparait aujourd’hui comme un mécanisme majeur
d’adaptation a la sécheresse. Il peut intervenir a tous les stades de développement et il
n’a que peu ou pas d’incidence sur le rendement (Monneveux et Thise., 1997).
L’accumulation simultanée de la proline, des sucres solubles et de la glycine bétaine
suivant la variété et le degré de stress permet aux plantes de supporter le manque
d’eau, en maintenant leur turgescence relative foliaire élevée, et leur intégrité
cellulaire préservée (Bensalem., 1993).

Lorsque le potentiel hydrique foliaire est réduit, certaines plantes sont capables de
maintenir leur turgescence cellulaire par ajustement osmotique grace a l'accumulation
active de solutés (Turner et Jones., 1980). Les plantes accumulent des solutés
compatibles, pour atténuer les effets dommageables du stress. Il existe une forte
corrélation entre ’accumulation de proline et de bétaine avec la tolérance au stress
(Rhodes et Hanson., 1993; Achraf et Foolad., 2007). En plus de leurs roles




d’osmoprotecteurs, la proline et les bétaine ont un réle dans le renforcement du
systeme antioxydant et de lutte contre les dommages du stress. (Khedr et al., 2003;
Demiral et Turkan., 2004; Okuma et al., 2004; Ma et al., 2006; Hoque et al., 20073, b ;
Molinari et al., 2007), mais aussi dans I’amélioration de la tolérance au sel (Khedr et
al., 2003; Demiral et Turkan., 2004; Okuma et al., 2004; Hoque et al., 2007). La
glycine bétaine, semble é&tre un osmolite qui jouerait un réle protecteur trés efficace
contre le stress osmotique chez diverses especes de bactéries, y compris ceux de la
famille des entérobactéries (Csonka., 1989; Csonka et Hanson., 1991).

Le processus de concentration des sucres solubles et ou de la proline dans les tissus
foliaires des plantes stressées est connue comme étant une caractéristique d’adaptation
(De Raissac., 1992; Kameli et Losel., 1995). Les sucres solubles et la proline sont des
composantes importantes observées chez de nombreuses espéces cultivées comme le
blé. (Munns et Weir., 1981), et chez la luzerne (Mefti et al., 1998). Les sucres solubles
protégent les membranes contre la déshydratation, en condition de déficit hydrique; ils
participent en grande partie a 1’abaissement du potentiel osmotique chez le blé. Les
plantes stressées ont réagi par 1’hydrolyse de I’amidon intracellulaire afin d’augmenter
la quantité de sucres solubles au niveau de leurs cellules (Hireche., 2006).

Les résultats obtenus concernant le dosage des sucres solubles, proline et glycine
bétaine, confirment la capacité d’osmorégulation des deux varietés. Elles accumulent
difféeremment ces solutés en fonction de la séverité du stress

La variété fantasio se distingue par sa plus faible accumulation de sucres solubles, et
sa forte accumulation de proline et de glycine bétaine, en fonction de la variation de la
TRE, favorisant ainsi une meilleure osmorégulation, mais aussi le renforcement du
systeme antioxydant et de lutte contre les dommages du stress, contrairement a la
variété jura chez qui I’accumulation des sucres solubles est favorisee au détriment de
la proline et de la glycine bétaine, en fonction de la sevérité des restrictions en eau.

Une forte corrélation entre I’accumulation de la proline et de la glycine bétaine est
observée chez les deux variétés lors de I’expérimentation (figure 36).

La relation de corrélation entre sucres solubles, proline et sucres solubles, glycine
bétaine est plus faible chez les deux variétés, elle est aussi, différente d’une variété a
une autre (figures : 37 et 38). C’est la variété fantasio qui présente une meilleure
corrélation entre les sucres solubles et ces deux solutés, avec un coefficient de
détermination « R* = 0,899 » entre les sucres solubles et la proline, contre 0,794 chez
jura pour ces deux solutés (figure 37). Le coefficient de détermination entre les sucres
solubles et la glycine bétaine chez la variété fantasio est « R*= 0,799 » alors que chez
la variété jura ce coefficient est de 0,67 (figure 38).

Une corrélation positive est observée entre les différentes solutés accumulées chez les
deux variétés lors du stress osmotique, mais c’est chez la variété fantasio que les




coefficients de déterminations sont les plus importants pour ces différents osmolites
(figures : 36, 37 et 38).

Les modalités d’ajustement osmotiques varient en fonction de la variete, et méme avec
I’intensité du stress appliqué (Morgan, 1984 ; Blum 1988).

La variété fantasio présente une meilleure régulation osmotique en accumulant des
taux plus importants de proline et de la glycine bétaine.




1.3- Effets du déficit hydrique sur les plants de colza en serre
1.3.1- Le rendement

Seules des siliques des plantes témoins ont pu étre prélevées, les plants stressés n’ont
pas atteint le stade de formation de siliques et sont mortes au début de la floraison.

Les siliques des plants témoins des deux variétés ont été récoltées, les graines extraites
des siliques, et la somme de ces graines pesée. Un nombre approximatif de graine a été
calculé pour chaque variété, grace au poids moyen de 100 graines.

Le poids des graines de la variété fantasio est de 5,71g, alors que pour la variéte jura le
poids est de 10,57 g, ce qui correspond respectivement a 2495 et 4804 graines. Le
rendement de la variété jura est donc beaucoup plus important que celui de la variété
fantasio dans des conditions expérimentales favorables.

Tableau 4 : Nombre de graines récoltées a partir de plantes témoins des variétés fantasio et
jura a la fin de I’expérimentation

fantasio jura
nombre de plantes 90 90
poids total des graines (g) 571 10,57
poids moyen d'une graine (mg) calculé
sur 100 graines 2,2 2,2
nombre de graines 2595 4804

La variété jura produit beaucoup plus de graines que la variété fantasio dans les
conditions favorables, et présenterait des potentialités intéressantes pour la promotion
de la culture du colza.

1.3.2 - Effets du déficit hydrique sur la croissance
1. 3.2.1 - Croissance en longueur de la tige

La mesure de la longueur des tiges est réalisée sur toutes les plantes tous les 2 jours, a
la sortie du stade rosette, et au début du stade levé (12 feuilles),

Les plants des deux variétés, sont séparés en deux lots a la fin du stade rosette:

v Un premier lot est laissé a I’air libre et arrosés régulierement (chaque 2 jours)
pendant 26 jours (témoins « T »).

v Un deuxieme lot est déposé dans une serre ; les pots sont arrosés régulierement
(chaque 2 jours), pendant 12 jours, puis un arrét d’arrosage est effectué durant
le reste de I’expérimentation (essais « E »).

Pendant les 12 premiers jours de I’expérimentation, et avant I’application de I’arrét
d’arrosage, une faible croissance en longueur des plantes des deux variétés est
observée. Le rythme de cette croissance est identique pour les deux variétés. La

<




longueur des tiges chez la variété fantasio passe de 10,4 + 0,5 cm a 12,40 + 0,45 cm
respectivement au 1°" et au 6éme jour, puis 16,6 + 0,94 cm au 12éme jour. Chez la
variété jura, la longueur des tiges au 1%, 6éme et 12éme jours est respectivement 9,0 +
0,46 cm, 12,30 £ 0,69 cmet 17,20 £ 1,49cm.

Une différence hautement significative de la longueur des tiges est observée entre les
plantes témoins et stressées apres arrét d’arrosage, pour chaque variété.

Chez la variété fantasio, la croissance en longueur des tiges des plantes stressées reste
faible, 17,60 + 1,00 cm, 23,40 + 1,05 cm, 24,40 £ 1,41 cm 24,9 £ 1,41 cm, 25,17 +
1,41 cm respectivement apres 3, 6, 9, 12 et 15 jours d’arrét d’arrosage, correspondant
respectivement au 15éme, 18éme, 21éme, 24¢éme et 26éme jour d’expérimentation.
Les plantes témoins par contre présentent une meilleure croissance des tiges. La
longueur des tiges des plantes témoins durant cette méme période de mesure est
respectivement de 20,99 + 1,01cm, 29,19 + 1,08 cm, 31,17 + 1,08 cm, 35,39 + 0,89 cm
et 35,80 + 0,89 cm.

La cinétique de croissance entre les plantes témoins et les plantes stressées apres arrét
d’arrosages n’est pas la méme chez la variété jura.

La croissance de la tige chez les plantes stressees de la variété jura est trés faible, elle
est de 17,48 + 1,32 cm, 18, 91 + 1,35 cm, 20,58 + 1,41 cm, apreés respectivement 3, 6
et 9 jours d’arrét d’arrosage. Un arrét de croissance en longueur des tiges est ensuite
observée le reste de I’expérimentation. Par contre la croissance des tiges des plantes
témoins est graduelle et beaucoup plus importante, elle atteint 24,35 + 1,54 cm, 35,00
+ 1,47 cm, 36,39 + 1,44 cm, 43,70 + 1,30 cm, respectivement au 15"°™, 18°™, 21°™
24"°™ et 26°™ jour d’expérimentation.

La cinétique de croissance des plantes témoins n’est pas la méme durant toute la durée
de I’expérimentation. Pendant les 12 premiers jours d’expérience, la croissance des
tiges est identique chez les deux variétés. A partir du 13me jour, la croissance des tiges
devient significativement plus importante chez la variété jura. En condition favorable,
la variété jura preésente une meilleure croissance en longueur.

Durant les 12 premiers jours de I’expérimentation et avant 1’application du stress par
arrét d’arrosage, aucune différence significative n’est observée entre les deux variétés.
La croissance en longueur des tiges des plantes est relativement faible mais identique
pour les deux variétes.

Apres application du stress hydrique par arrét d’arrosage, la croissance en longueur
des tiges présente une différence hautement significative entre les plantes témoins
(arrosées régulierement), et les plantes stressees. Pour chaque variété, la croissance des
plantes témoins est beaucoup plus importante que celles des plantes stressées.
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Figure 39 : Croissance en longueur de la tige des plantes témoins et stressees des varietes
fantasio et jura en fonction de la duré de I’expérimentation (chaque point représente la
moyenne de 3 répétitions)

Le stress hydrique entraine une diminution de la croissance de I’appareil végétatif chez
les plantules stressées (Bewley et Black., 1994); (Nepomuceno et al., 1998). Ainsi
qu’une diminution de la surface foliaire (Aspinall., 1986; Ranjbarfordoei et al., 2000;
Monneveux et Nemmar., 1986 ; Badiane et al., 2004), et une réduction de la
productivitée Debaeke et al., 1996).

Des effets similaires ont été remarqués sur la croissance de 1’appareil végétatif des
plantules d’arganier soumises a un stress hydrique en plein champ (Harrouni et al.,
1995). Les mémes résultats ont aussi été obtenus chez le persil (Biniek., 1994) et le
cedre du Liban (Dirik., 2000). Dans le cas de la vigne, la croissance des rameaux
présente également une sensibilité au stress hydrique (Smart et Coombe., 1983) se
traduisant genéralement par un ralentissement de la croissance des sarments et une
réduction de la surface foliaire (Reynolds et Naylor., 1994 ; Koundouras et al., 1999).
Ces phénomenes s’observent méme si le déficit en eau n’est que partiel au niveau du
systeme racinaire (Dry et Loveys., 1999). En Australie, I’arrét de croissance de
rameaux non fructiféres lors d’un déficit hydrique du sol est utilis¢ comme indicateur
physiologique afin de déclencher I’irrigation des vignobles (Hardie et Martin., 2000).

Le déficit hydrique induit aussi un déficit de la nutrition minérale (azotée et
phosphatée) qui est dii principalement a des réductions de flux d’éléments vers les
racines ce qui a pour conséquence une réduction de la croissance des plants (Gahoonia
etal., 1994 ; Dugo., 2002).
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En condition favorable, la variété jura présente une meilleure croissance en longueur.
Chez les plantes stressées des deux variétés, la croissance en longueur est
significativement moins importante que chez les plantes témoins. Les plantes de la
variété fantasio présentent une meilleure croissance en longueur des tiges en condition
de stress. La croissance en longueur des tiges est fortement perturbée par la contrainte
hydrique chez les deux variétés.

La réduction de la croissance de I’appareil végétatif chez les plantes stressées n’est pas
suffisante pour induire une tolérance au stress hydrique (Leidi et al., 1993 ;
Nepomuceno et al., 1998 ; Sadras et al., 1998).

1.3.3- Effets du déficit hydrique sur la physiologie des plants de colza
1.3.3.1- Effets du déficit hydrique sur ’accumulation de proline

L’évolution de la teneur en proline des feuilles des plantes témoins et stressées en serre
des deux variétés montre un taux tres faible est stable de proline chez les plants
témoins des deux espéces durant toute la durée de 1’expérimentation (0,129 + 0,018
mg.g™* chez fantasio et 0,162 + 0,016 mg.g™* chez jura).

Par contre chez les plants stressés une augmentation du taux de proline proportionnelle
a la durée de I’arrét d’arrosage est constatée.

Chez les plantes stressées de la variété fantasio, la teneur en proline est de 0,120 +
0,013 mg.g'1 au premier jour d’arrét d’arrosage, une accumulation importante est
graduelle de proline est observée ensuite durant toute I’expérimentation. Elle atteint
1,70 + 0,006 mg.g™, 3,30 + 0,05 mg.g™* et 6,26 + 0,214 mg.g™ aprés 3, 6 et 12 jours
d’arrét d’arrosage. Apres 18 jours d’arrét d’arrosage, le taux de proline est tres
important (9,56 + 0,32 mg.g™).

Au premier jour d’arrét d’arrosage, la quantité de proline chez la variété jura est de
0,120 + 0,024 mg.g™ ; cette quantité va augmenter légérement et graduellement durant
toute la duré de I’expérimentation. Apres 6 jours d’arrét d’arrosage le taux de proline
atteint 0,847 + 0,038 mg.g™, puis 2,13 + 0,025 mg.g” et 2,60 + 0,078 mg.g™,
respectivement le 9 *™ et le 12 *™ jour d’arrét d’arrosage. Au 15 “™ jour le taux de
proline augmente pour atteindre 3,86 + 1,00 mg.g™, puis 4,46 + 0,82 mg.g™ au 18éme
jour d’arrét d’arrosage.

Dans notre cas, I'accumulation de cet acide aminé s'est faite chez les plantes stressées
des deux variétés, et le fort taux de proline, lié a des potentiels hydriques élevés
enregistrés chez ces variétés, pourrait étre dd a un meilleur ajustement osmotique.
L'ajustement osmotique chez deux cultivars de riz était plus actif chez la variété qui
avait le meilleur comportement vis a vis de la secheresse (Gueye et Renard., 1981).
L’accumulation de la proline a ét¢ démontrée chez de nombreuses especes et dans




différentes situations de stress (osmotique, hydrique, thermique) (Blum et Ebercon.,
1976 ; Huang et Cavalieri., 1979 ; Hubac et Viera Da Silva., 1980 ; Bellinger et al.,
1989 ; Dorfling et Askman., 1989). Les quantités accumulées pourraient étre liées au
niveau de tolérance aux stress (Singh et al., 1973).

La proline jouerait un réle important dans la régulation osmotique des cellules en cas
de sécheresse (Savitskaya., 1967 ; Stewart et Lee., 1974), ce qui induit une plus grande
résistance chez les plantes observées, et en particulier chez la variété fantasio. Irri
(1975), indique que la capacité de récupération est plus sensible apres une période de
sécheresse chez les variétés qui ont accumulé le plus de proline pendant le stress
hydrique. L'hypothése avancée est que la proline accumulée pendant la période seche
pourrait servir a restaurer I'énergie dont les cellules ont besoin pour recouvrer des
effets de la sécheresse (Tal et Rosenthal., 1979). Or dans les conditions expérimentales
adoptées, les variétés pluviales accumulent plus de proline et récupérent mieux apres
le déficit hydrique. Ces faits nous aménent a penser que la proline joue certainement
un réle de protection non négligeable.
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Figure 40 : Evolution de la teneur en proline des feuilles témoins et stressées de la variété
fantasio et jura en fonction des jours de prélévement (chague point représente la moyenne de
3 répétitions)

Chez les plants stressés des deux variétés, I’accumulation de proline est
proportionnelle & la durée du stress appliqué par arrét d’arrosage. L’accumulation de
proline chez la variété fantasio est plus réguliére et plus important que chez la variété
jura, ce qui pourrait indiquer une meilleure résistance au stress de la variété fantasio
ainsi qu'une meilleure capacité de récupération apres une période de sécheresse.
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1.3.3.2- Effets du déficit hydrique sur ’accumulation de MDA

L’¢évolution de la teneur en MDA des feuilles des plantes témoins et stressées en serre
des deux variétés montre un taux faible et stable chez les témoins des deux espéces
durant toute la durée de I’expérimentation. Une différence non significative est toute
fois constatée entre les deux variétés ; le taux moyen de MDA est légerement plus
important chez les plantes témoins de la variété jura (2,44+ 0,05 mg.g™), que chez les
plants témoins de la variété fantasio (1,57 + 0,07 mg.g™).

Au premier jour d’arrét d’arrosage, les plants stressés des deux variétés présentent un
taux de MDA trés élevés par rapport aux taux des plants témoins (2,27 + 0,13 mg.g ™ et
2,8+ 0,10 mg.g™ respectivement chez les variétés fantasio et jura).

Chez la variété jura qui présente un plus grand taux de MDA le jour d’arrét d’arrosage,
une augmentation graduelle et rapide de ce taux est observée durant 1’expérimentation,
il passe rapidement & 4,18 + 0,19 mg.g™*, puis & 5,38 + 0,33 mg.g™, respectivement au
6 °™ et 12 *™ jour de l’arrét d’arrosage. L’augmentation du taux se poursuit pour
atteindre 6,46 + 0,37 mg.g™, au 15 ®™ jour, et se stabilise jusqu’au 18 *™ jour d’arrét
d’arrosage avec une valeur de 6,61 +0,28 mg.g'l.
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Figure 41 : Evolution de la teneur en MDA des feuilles témoins et stressées de la variété
fantasio et jura en fonction des jours de prélevement (Chaque point représente la moyenne de
3 repétitions)

Le taux de MDA chez la variété fantasio augmente légérement pendant les 12 premiers
jours d’arrét d’arrosage pour atteindre 2,91 + 0, 15mg.g'1, 3,14 + 0,24 mg.g™et 3,16 +
0,22 mg.g™, respectivement au 6°™, 9™ et 12"°™ jour d’arrét d’arrosage, puis une
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augmentation plus importante est obser\_/ée atteignant respectivement 4,19 + 0,53
mg.g™ et 4,43 + 0,31 mg.g™tau 15°™ et 18°™ jour.

> Discussion

La quantit¢ de MDA accumulée lors d’un stress osmotique peut étre considérée
comme un parametre caractéristique de tolérance a la secheresse (Karanlik., 2001 ; Fu
et Huang., 2001 ; Aktas., 2002).

La teneur faible et constante en MDA chez les plantes témoins des deux variétés
indique qu’il y a un faible niveau de peroxydation des lipides ainsi que des acides gras
insaturés.

Chez les plantes stressées des deux variétés, une forte accumulation de MDA en
fonction des jours d’arrét d’arrosage est observée.

L'accumulation du malonyldialdéhyde est souvent considérée comme un indicateur de
peroxydation des lipides (Smirnoff., 1995). En situation de stress il y a formation
importante de radicaux oxygénés toxiques, qui provoquent des dommages sur les
chlorophylles et les membranes cellulaires (Fridovich., 1986; Shalata et Tal., 1998;
Sreenivasulu et al., 1999), sur les protéines (Davies, 1987), ainsi que les acides
nucléiques (Fridovich., 1986; Imlay et Linn., 1988).

La peroxydation des lipides membranaires s'est produite par défaut de fonctionnement
du systéeme de détoxification, qui pourrait mener aux dommages des composants
cellulaires principaux (Monk et al., 1989; Jiang et Huang., 2001). Une telle réponse est
rapportée sous I’effet du déficit hydrique chez d’autres especes (Irigoyen et al., 1992;
Zhang et Kirkham., 1994; Jiang et Huang., 2001).

Chez les plantes stressées, une accumulation de MDA en fonction du temps d’arrét
d’arrosage est observée chez les deux variétés. Cette accumulation de MDA indique
qu’il y a peroxydation des lipides membranaires apres arrét d’arrosage. Toutefois, une
plus faible peroxydation des lipides, a eu lieu apres arrét d’arrosage dans les feuilles de
la variété fantasio. C’est la variété jura qui présente le plus important dommage de la
membrane cellulaire et donc une plus grande sensibilité au stress hydrique.




CONCLUSION

Dans notre étude, nous avons appliqué deux stress sur deux variétés de colza, les
variétés fantasio et jura: Un stress osmotique induit par des solutions de PEG sur des
plantules au laboratoire, et un stress hydrique induit par arrét d’arrosage des plantes en
serre. Ce travail nous a permit d’étudier et de comparer les réponses de ces variétes
lors de stress et a différents stades physiologiques. Les résultats obtenues indiquent
que :

v La faculté germinative des semences des deux variétés de colza, n’est pas
affectée par des pressions osmotiques de 0 a -4,48 bars, mais a -9,40 bars, le
pouvoir germinatif est considérablement reduit chez les deux variétés et de
maniére similaire, il est complétement inhibé a -16,09 bars.

v Dans des conditions favorables, ¢’est la variété jura qui présente une meilleure
croissance et un meilleur rendement, alors qu’en conditions de stress induit par
arrét d’arrosage, c’est la variété fantasio qui affiche une meilleure résistance. La
réduction de la croissance est plus importante chez la variété jura qui présente
une plus grande sensibilité au stress hydrique.

v’ L’application d’un stress osmotique par des solutions de PEG va induire une
baisse progressive de la TRE des feuilles chez les deux variétés, cette
diminution de la TRE est plus rapide et plus importante chez la variéte jura, et
s’accompagne par une réduction de ’ouverture stomatique puis une fermeture
totale des stomates qui survient plus rapidement chez cette variéte.

v Une accumulation de solutés compatibles est observée chez les deux variétés en
réponse aux deux stress. Chez la variété¢ fantasio, c’est I’accumulation de
proline et de glycine bétaine qui est favorisée au détriment des sucres solubles
contrairement a la variété jura chez qui une accumulation importante de sucre
est observée, alors que 1’accumulation de proline et de glycine bétaine reste
relativement faible.

v Lors des deux stress, une peroxydation des lipides est observée chez les deux
variétés. L’augmentation du taux de MDA est beaucoup plus importante chez la
variété jura chez qui les dommages sur les membranes sont plus importants. La
varieté jura présente une plus grande sensibilitt membranaire vis-a-vis d’un
stress osmotique
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En condition de stress osmotique ou d’arrét d’arrosage c’est la variété fantasio
qui présente une meilleure croissance des tiges, et une meilleure accumulation
d’osmolytes (proline et glycine bétaine), ainsi qu’une plus grande résistance
membranaire.

Pour mieux comprendre les effets de ces deux stress sur les variétés fantasio et jura, il
est intéressant de compléter ce travail par :

>

>

L’application d’un arrét d’arrosage sur des plantules au stade floraison, pour
observer I’effet du stress hydrique sur la formation des siliques.

Le dosage des sucres solubles et de la glycine bétaine des plantes des deux
variétés en serre et apres arrét d’arrosage pour comparer les effets du stress
osmotique et du stress hydrique sur les deux variétés de colza.

L’étude au champ, de I’effet d’un arrét d’arrosage sur des plantes des deux
variétés a différents stades de croissance, pour comparer entre la résistance des
deux variétes ainsi que leur rendement en condition de culture en champs.
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