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Résumé

Résume

Le blé dur est considéré comme une culture stratégique en Algérie. Toute fois,la
croissance de cette culture et I'amélioration de son rendement son limités par le manque d’eau
et la température irréguliere.

Notre étude s'integre dans le cadre d'une recherche multidisciplinaire qui vise le
comportement de dix génotypes de blé dur a été étudié sous serre: Vitron, GTA, Waha, Cirta,
Bidi,Wahbi, OTB4, Terl-3, F4 , Bousselem ,sous I’effet du stress hydrique.

Dans la phase montaison on a effectuer plusieur mesure:le dosage des  anthocyanes et
dosage de la glycine bétainele, taux de chlorophylle, en utilisants le sectrophptométre,et
I’intégrité membranair par le conductivitémétre.

nos résultats montrent que la tolérance du blé dur aux contraints hydrique en fait
pleusieurs mécanismes de protection déployés par les plantes proportionnelles a la gravité du
stress;et cela est par les variétés En outre , il s’est résulte que les dix variétées suivent les
mémes strategies du résistance aux différent contrainte abiotique et les variétées les plus
toléronetes B17,Cirta et F4/3.

Mots clé: blé dur , stress hydrique , les anthocyanes ,la glycine bétaine , chlorophylle

I’intégrité membranaire.



Résumé

Abstract

Durum wheat is considered as a strategic culture in Algeria, however .The growth of this
culture and the improvement of its performance are limited by the stress water and irregular

temperature.

Our study forms part of multidisciplinary research aimed at the behavior of ten genotypes

of durum wheat (Triticum durum Desf.) under stres water.

This genotypes : Vitron, GTA, Waha, Cirta, Bidi,Wahbi, OTB4, Terl1-3, F4, Bousselem,were
growth hydroponically with water stress, is applied aftrer the phase of montaison to perform a
multitude measurement: the content of anthocyanin,chlorophyll,étain, was evaluated
by spectrophotometric analysis,stomatal resistance membrane stability. The results show
that the tolerance of durum wheat to water stressesinduce several protectio mechanisms
deployed by proportional severity of the stres.

Furthermore, it results that the four varieties follow the same resistance strategies or
avoidance in front of different abiotic stresses,

Key words: Durum wheat , water stress ,anthocyanins , glycin bétain, chlorophyll, stomatal
resistance.
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\ISTE DE ABREVIATIQy

OAIC: I'Office algérien interprofessionnel des céréales
ITGC: Institut Technique des Grandes Cultures

SOD : lasuperoxyde dismutase

POX les peroxydases

Uv : Ultraviolet

IUPAC: Union internationale de chimie pure et appliquée
TMG la triméthylglycine

GB : la glycine bétaine

DMSP : Defense Meteorological Satellite Program
OCM Organisations communes de marché

BADH la bétaine aldéhyde déshydrogénase

CDH la choline déshydrogénase

CodA choline oxidaseA

Chlo : La chlorophylle
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Introduction Générale :

Introduction

Les céréales sont une source majore d’alimentation pour un grand nombre de [’humanité
La croissance de cette culture est ’amélioration et son rendement qui est limité par le

changement climatique.

Les stress environnementaux, notamment le stress hydrique, limitent sérieusement la
croissance des plantes ainsi que la productivité végétale (Wang et al. 2003). Le déficit
hydrique constitue un important facteur limitant pour la production des cultures céréalieres,
puisque 60% de la superficie réservée aux céréales se situe dans les zones arides et semi-
arides (EI mourid et al.,1996) qui se caractérisent par une forte irrégularité des précipitations

et de fortes températures sur une grande partie de 1’année (Boutfirass et al., 1994).

Le stress hydrique a été définit comme une baisse ou un exces de la disponibilité d’eau ,
traduisant par une réduction de la croissance de la plante et de sa reproduction par rapport au
potentiel de génotype,contrainte hydrique est le facteur ou I’ensembles des facteurs ayant
pour conséquence le stress. La résistance globale d’une plante au stress hydrique apparait
comme le résultat de nombreuse modification morphologique , physiologique , biochimique et
moléculaire qui interagissent pour permette la maintien de la croissance , du développement

et de production (Hsissou,1994 ) .

L’accumulation des composes soluble dans I’eau de faible masse moléculaire connus sous
le nom «soluté compatible » ou «osmolytes » est la stratégie commune adapté par le

nombreux organisme pour lutter contre les stress environnementaux ( Biol, 2002).

La glycine bétaine est un osmlyte organique qui accumule dans une variété d’espece de
plante en réponse a stress hydrique. Accumulation de glycine bétaine transgénique comme
exprimant le géne régulateur de tension, Osmyb4, est liée a I’amélioration de la sécheresse et

la tolérance au froid ( Alcazar et al ; 2010).

La chlorophylle est un pigment végétal résponsable de la coloration verte des plantes.Ce
pigment, que 1’on retrouve dans les cellules des végétaux, est utilisé avec d'autres pigment

par les plantes pour effectuer la photosynthése.

Les anthocyanes sont des pigments qui absorbent la lumiére intense et les convertis en

chaleur ce qui facilite la croissance des végétaux (Lois, 1994).
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On trouve également les anthocyanes dans les feuilles et graines.En automne,lescouleurs
caractéristiques des feuilles des arbres sont du aux anthocyanes et aux caroténes qui ne sont

plus masqués par la chlorophylle (Bassas et al., 2007).

L’étude physiologique montre que le stress appliqué a provoqué une réduction de la
teneurrelative en eau et de la stabilité membranaire.
Le but de ce travail contifie et de la consentration des anthocyanes et de la glycine

bétaine aussi la taux de chlorophylle et 1’intégrité membranaire dans dix variétés du blé dure.
Cette mémoire contien 3 parties :

-Revues bibliographique.

-Matériel et méthodes.

-Résultates et discusion.
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Chapitre | : Revue Bibliographique

I.Importance et production du blé dans le monde et en Algérie

1.1.Dans le monde :

La production de blé est présente sur les cing continent , il est quasiment absents dans les
zones équatoriales et tropicales ,les grandes bassins de productions se trouvent en Europe du
sud- est de 1I’Angleterre jusqu’ ‘a 1’Ukraine, au nord de I’Inde ,dans les plaines du nord de
chine , les plaines d’Amérique du Nord , I’extréme sur de I’Afrique et 1’Australie
(Magdelaine et al. ,1993).

En botanique le blé dur une des céréale la plus employée dans 1’alimentation de 1’homme et
des animaux (Cheftel et al., 1992) .les grains de blé dur donnent de la semoule pendant la
maturation , cette semoule est valorisée dans la fabrication des pates alimentaires ( Jeant et
al., 2006). De plus en Afrique du nord, on utilise aussi cette céréale pour la production de
couscous et des pains traditionnels (Feillet, 2000).

Dans le monde, 1’union européenne ( principalement I’Italie , I’Espagne et la Grece ) est le
plus grand producteur de blé dur ,avec une récolte annuelle moyenne de huit millions de
tonnes métriques . le canada arrive au deuxiéme rang avec 4.6 millions de tonnes métriques
par année , suivi de la Turquie et des Etats-Unis , avec 4 millions de tonnes métriques . la
campagne 2005-2006 est caractérisée par une consommation de 616 millions de tonnes alors
que la production est estimée a 600 millions de tonnes , il en résulte une nouvelle baisse des
stocks mondiaux qui passent a 136 millions de tonnes .Au cours des 10 derniéres années la
production mondiale de céréales (hors riz) a été inférieure a la demande a 8 reprises . La
production de bl¢ augmenterait de 4.8% pour s’établir autour de 626 millions de tonnes pour
I’année 2007 , pour 592 millions de tonnes en 2006 ( Mouellef.,2010).
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Fig 1 : les principaux acteurs du marché mondial du ble en 2006-2007
1.2.En Algérie.

L'Algérie demeure toujours le premier importateur de blé dur dans le monde. Notre pays
est classé a la seconde place derriére I'Egypte dans les importations du blé tendre. Pour la
saison 2007-2008, I'Etat, par le biais de I'Office algérien interprofessionnel des céréales
(OAIC), a acheté aupres de ses fournisseurs 3,3 millions de tonnes de blé tendre. Plus de 800
000 tonnes des importations représentent le blé dur. Il reste un approvisionnement de quelque
500 000 tonnes de blé dur pour couvrir des besoins estimés a 1,2 million de tonnes.
Le rendement a I'nectare en céréales étant faible, voire insignifiant atteignant parfois 10
quintaux/hectare, I'Algérie ne pourra pas, du moins dans les quelques années a venir, se
permettre une autosuffisance en céréales. L'apport de la France dans ces importations est
considérable. Pour la saison précédente 2006-2007, I'Hexagone a fourni 80% des achats

algériens. Pour cette année, les quantités sont revues a la baisse de pres de 50%.
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Tableau 1 : Evolution de la production et de la collecte de blés entre 2000/2008

(L'ITGC, 2009)

Période ]Blé dur
Production(1) |Collecte(2)  |(2)/(1)%
12000 1486,3 1252,9 52
2001 11238,9 1497,5 140,16
12002 1951 225,9 23,76
12003 11802,3 671,9 137,28
12004 12001,7 1685,2 134,23
12005 11568,7 1320,1 20,4
12006 1772,8 1401,1 122,63
12007 11806 1350,6 119,42
12008 1935 1365,9 139,14
Moyenne 710,7 309,4 45,57
50000
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Fig 2: I’évolution des prix nationaux et internationaux entre 1990/2008
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1. Notion de stress

Selon les définitions, le stress chez les plantes apparait avec des significations différentes
en biologie, qui convergent principalement en attribuant le stress a n'importe quel facteur
environnemental défavorable pour une plante (Levitt, 1982).( Tsimilli-Michael et al., 1998)
considérent que le stress a une signification relative, avec un contrdle comme état de
référence, ils considerent le stress comme une déeviation du contréle a une contrainte. Selon
(Jones et al., 1989), un stress désigne a la fois I'action d'un agent agresseur et les réactions
qu'il entraine dans I'organisme agressé, une force qui tend a inhiber les systémes normaux.
D’autre part, les stress environnementaux nés de la fluctuation des facteurs abiotiques
(sécheresse, salinité, température) affectent les conditions de croissance, le développement et

le rendement des plantes (Madhava Rao et al., 2006).
1. Le stress thermique

1.1. Les hautes températures

Dans les zones arides et semi-arides d’altitude, le stress thermique peut intervenir méme
en debut du cycle.( Karou et al., 1998) observent une forte réduction du nombre de plantes
levées par unité de surface, suite aux effets des hautes températures automnales. Ces effets

s’amenuisent a mesure que le semis est fait tardivement (Fischer, 1985).

L’effet des hautes températures au semis se manifeste par une réduction de la longueur
du coléoptile (Hazmoune, 2000).( Rawson ,1988) réussit a montrer que 1’effet pénalisant de
I’¢élévation de la température est surtout dii au fait que la plante n’arrive pas a absorber les
¢léments nutritifs et I’eau et les utiliser au rythme imposé par le stress thermique.( Hauchinal
etal., 1993) remarquent une réduction du rendement des semis tardifs, liée a une diminution
du nombre d’épi et du poids moyen du grain, causée par les effets des hautes températures. Ils
notent aussi que 1’effet pénalisant du stress thermique se matérialise par une accélération du
développement et une réduction des dimensions des organes constitutifs de la plante. La

résultante est un effet négatif sur la productivité globale de la plante.

(Wardlaw et al., 1989) montrent que la baisse du rendement due au stress terminal, est
corrélée positivement a la réduction du poids moyen du grain et a la variation du nombre de
grain/m2. L’¢lévation de la température, tard au cours du cycle de développement de la

plante, et particuliérement aprés anthése, est une contrainte a 1’augmentation des rendements
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en zone semi-aride (Bouzerzour et Benmahammed, 1994). L’effet des hautes températures se
manifeste par une accélération de la sénescence foliaire et I’arrét de la croissance du grain
(Dakheel et al., 1993).( Wardlaw et al., 1989) montrent que la température optimale pour le
développement et le remplissage du grain, varie de 12 a 15 C° pour de nombreux génotypes
de céréale a paille. lls observent une diminution de 3 a 5 % du poids du grain pour chaque
degré d’augmentation de la température a partir de la base des 12 a 15 C°. Dans 1’écart des
moyennes de tempeératures de 12 a 15 C°, une réduction de la durée de remplissage est
compensée par une augmentation du taux de remplissage, avec pour effet peu de variation du

poids moyen du grain (Wardlaw et al., 1989).
1.2. Les basses tempeératures

L'altitude et un climat de type méditerranéen imposent un hiver tres froid et pluvieux, le
froid hivernal limite la croissance au moment ou I'eau est disponible et allonge le cycle de la
plante pour I'exposer a la sécheresse du debut de I'été (Chenaffi et al., 2006). Les dégats de
gel tardif sont trés fréquents sur céréales, rendant I'adoption des variétés précoces trop risquée
(Bouzerzour et Benmahammed, 1994). L’adoption de la stratégie de I’esquive comme moyen
pour échapper au stress thermique de fin de cycle, est peu opérante dans le cas ou les
génotypes précoces sélectionnés ne sont pas génétiquement résistant au froid (Mekhlouf et al.,
2006).

2. Le stress hydrique

Le stress hydrique est I'un des stress environnementaux les plus importants, affectant la
productivité agricole autour du monde (Boyer, 1982). 1l occupe et continuera d’occuper une
tres grande place dans les chroniques agro-économiques. C'est un probleme sérieux dans
beaucoup d'environnements arides et semi-arides, ou les précipitations changent d'année en
année et ou les plantes sont soumises a des périodes plus ou moins longues de déficit hydrique
(Boyer, 1982). 1l existe de nombreuses définitions du stress hydrique. En agriculture, il est
défini comme un déficit marqué et ce compte tenu des précipitations qui réduisent
significativement les productions agricoles par rapport a la normale pour une région de grande
étendue
(Mckay, 1985 in Bootsma et al., 1996). En effet, on assiste a un stress hydrique lorsque la
demande en eau dépasse la quantité disponible pendant une certaine période ou lorsque sa

mauvaise qualité en limite I'usage (Madhava Rao et al., 2006).
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2.1 -Mécanismes d’adaptation des plantes au stress hydrique

Pour lutter contre le manque d’cau, les plantes développent plusieurs stratégies
adaptatives qui varient en fonction de I’espece et des conditions du milieu (esquive, évitement
et tolérance) (Turner, 1986 a). La résistance d’une plante a une contrainte hydrique peut étre
définie, du point de vue physiologique, par sa capacité a survivre et a s’accroitre et du point
de vue agronomique, par I’obtention d’un rendement plus ¢élevé que celui des plantes
sensibles (Madhava Rao et al., 2006). La résistance globale d’une plante au stress hydrique
apparait comme le résultat de nombreuses modifications phénologiques, anatomiques,
morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires qui interagissent pour

permettre le maintien de la croissance, du développement et de production (Hsissou, 1994).
A- Adaptation phénologique

Pour éviter les périodes difficiles pour la croissance et le développement, certaines
variétés accomplissent leur cycle de développement avant I’installation de stress hydrique. La
précocité constitue donc un important mécanisme d’évitement au stress hydrique de fin de
cycle (Ben Naceur et al., 1999). Dans ces conditions, les paramétres phénologiques
d’adaptation ou paramétres de précocité définissent le calage du cycle vis-a-vis des
contraintes environnementales (Ben Naceur et al., 1999). La précocité assure une meilleure
efficience de I'utilisation de I’eau. En effet, en produisant la biomasse la plus élevée, les
génotypes a croissance rapide et a maturité précoce utilisent mieux 1’eau disponible et ils sont
moins exposés aux stress environnementaux que les génotypes tardifs (Bajji, 1999). Le
rendement en grains est positivement corrélé a la précocité d’épiaison (Gonzalez et al., 1999).

En effet, les variétés qui ont une vitesse de croissance élevée ont la capacité de mieux
utiliser les sources nutritives a la fin du cycle de développement lorsque celles-ci
deviennent limitantes (Poorter, 1989). La précocité a 1’épiaison peut donc étre utilisée
comme critére de sélection pour améliorer la production dans les zones séches. C’est [’un
des traits les plus importants dans 1’adaptation des plantes au stress hydrique (Ben Salem

et al., 1997).
B- Adaptation morphologique

L’effet du stress hydrique peut se traduire, selon la stratégie adaptative de chaque

espece ou genotype, par des modifications morphologiques pour augmenter 1’absorption
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d’eau et pour diminuer la transpiration et la compétition entre les organes pour les

assimilas. Ces modifications affectent la partie aérienne ou souterraine (Bajji, 1999).
C- Adaptation physiologique

La stratégie de la tolérance est mise en ceuvre par les plantes grace a 1’abaissement
du potentiel hydrique qui maintient la turgescence (Sorrells et al., 2000).
Les mécanismes intervenant dans la tolérance assurent I’hydratation cellulaire et
diminuent la perte en eau en maintenant un statut hydrique favorable au développement
foliaire. La réduction des pertes en eau par la fermeture stomatique est un moyen
d’adaptation des plantes au stress. Cette diminution de la transpiration engendre une
réduction de la photosynthése. Les génotypes qui ont la capacité photosynthétique
intrinséque la moins affectée par le stress présentent une efficience de I’utilisation de
1I’cau éleveée et une plus grande capacité de survie (Araus et al., 2002).
L’adaptation a des milieux aux régimes hydriques variables est en partie associée a
I’ajustement osmotique (Richards et al., 1997). L’ajustement osmotique constitue le
processus majeur permettant a la cellule de maintenir sa turgescence sous contrainte
hydrique (Zhang et al., 1999). L'ajustement osmotique est réalisé grace a une
accumulation des solutés conduisant a un maintien du potentiel de turgescence. Les
solutés responsables de la régulation osmotique sont essentiellement des acides
organiques, des acides aminés (proline, glycinebétaine), des sucres solubles et certains

constituants inorganiques (Richards et al., 1997).
D- Adaptation biochimique :

La plante réagit au stress en mettent en ceuvre diverses stratégies,de défense,elle
percoitun stimulus qui engendre 1’émission de signaux. Ceuxci sont transmis a I’intérie
ur de lacellule déclenchant I’activation de genes codant pour des enzymes du métabolisme
secondairpour synthétiser diverses molécules de défense.

(Kangasjarvi & al., 1994 ; Pell et al., Noctor& 1998). Cette ligne de défense est con
stituée principalement de trois enzymes: lasuperoxyde dismutase (SOD), la catalase e
t les peroxydases (POX). Ces enzymes agisse entdirectement sur les espéces réactives

mais leur action est parfois insuffisant.
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E- 111- Métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires (aussi appelés produits naturels) sont des molécules
organiques non directement impliquées dans le développement ou la reproduction d'un
organisme. Leur absence n'entraine pas une mort immédiate mais peut limiter la survie, la
fécondité ou I'apparence d'un organisme. Cette absence peut aussi n'avoir aucun effet.

Les métabolites secondaires ont essentiellement pour réle d'accroitre la compétitivité de
I'organisme qui les biosynthétise : les métabolites secondaires lui procure un avantage sur

d'autres organismes.
1- Les polyphénols

Le terme « polyphénol » a été introduit en 1980, en remplacement de l'ancien terme de
« tanin végétal ». L'expression « composés phénoliques » est aussi employée avec la méme
valeur.

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente dans le
regne végétal. lls sont caractérisés, comme 1’indique le nom, par la présence d'au moins deux
groupes phénoliques (database ,2015 ) associés en structures plus ou moins complexes,
généralement de haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits du métabolisme

secondaire des plantes.
2- Flavonoide

Les flavonoides (ou bioflavonoides) sont des métabolites secondaires des plantes
partageant tous une méme structure de base formée par deux cycles aromatiques reliés par
trois carbones : Cg-C3-Cg, chaine souvent fermée en un hétérocycle oxygené hexa- ou
pentagonal. Certains auteurs, comme Bruneton 2009 , préférent séparer, pour tenir compte de
leurs propriétés particulieres, les dérivés flavaniques, les anthocyanosides et les
isoflavonoides et conserver I'appellation de flavonoides stricto sensu pour les autres.

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et
représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation. Ils forment une

sous-classe des polyphénols. Il y en a plus de 6000 a avoir été décrits chez les plantes.
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3. Anthocyane

Les anthocyanes sont des pigments naturels des feuilles, des pétales et des fruits, situés
dans les vacuoles des cellules, solubles dans I'eau, allant du rouge orangé au bleu pourpre
dans le spectre visible.

Ces composés existent sous forme d'hétérosides formés par la condensation d'une
molécule non glucidique (appelé aglycone) et d'oses et souvent, de groupes acyles. L'aglycone
qui les caractérise est un anthocyanidol de la classe des flavonoides. En 2006, 539
anthocyanosides ont été recensés.

Les anthocyanosides sont presents dans un certain nombre de végétaux tels que myrtille,
mdre, cerise, raisin noir, orange sanguine, aubergine, pomme de terre vitelotte, prune, bleuet
(airelle bleue du Canada, ne pas confondre avec le Bleuet des champs), mauve, etc. lls
donnent leur couleur aussi bien aux feuilles d'automne qu'aux fruits rouges. lls jouent un role
important dans la pollinisation des fleurs et la dispersion des graines, ainsi que dans la
protection des plantes contre les agressions du milieu (froid, lumiére, ravageurs, etc.).

Leur fort pouvoir colorant, leur solubilité en milieu aqueux et leur absence de toxicité
font des anthocyanosides des colorants naturels susceptibles de remplacer les colorants
synthétiques utilisés dans l'industrie agroalimentaire. Enfin, leur activité anti-oxydante laisse
supposer que leur apport par l'alimentation pourrait jouer un réle bénéfique dans la santé

humaine, notamment dans le domaine des risques cardiovasculaires.
3.1.Structure

Les anthocyanosides sont les hétérosides d'anthocyanidines, c'est-a-dire des
anthocyanidols portant des sucres. Ils sont principalement basés sur six anthocyanidols :
cyanidine, delphinidine, pélargonidine, péonidine, pétunidine et malvidine, construits sur le
méme squelette flavylium responsable de la couleur du composé. Si l'aglycone est le
groupement chromophore du pigment c'est aussi un noyau tres réactif aux nucléophiles qui
confére une certaine instabilité a ces molécules. Elles sont donc rarement présentes sous cette
forme dans les tissus végetaux. Par contre, il suffit de I'addition d'un glucide en position C-3

du cycle central pour les stabiliser.
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La partie osidique des anthocyanosides peut &tre un monosaccharide (glucose, galactose,
rhamnose), un diholoside (rutinose constitué d'un glucose lié & un rhamnose, xyloglucose) ou
parfois un triholoside!. La plupart des anthocyanosides sont des 3-monosides et des 3, 5-
diosides d'anthocyanidols. Il existe aussi des diosides liés en 3, 7 et des triosides liés en 3, 5,
3.
De nombreux anthocyanosides sont en outre acylés par :

« des acides hydroxycinnamiques : acides 4-coumarique, caféique, férulique, sinapique ;

o des acides benzoiques : acide gallique ;

o des acides aliphatiques carboxyliques : acide acétique, ou des acides dicarboxyliques

comme les acides malonique, malique, oxalique, succinique.Ces acides estérifient un

hydroxyle de sucre, généralement sur leur C-6".

L, OH
HO HO s O l 2 ey ~CHa
OCH; \ 3
OH 5 =

3-glucoside de malvidine 3,5-diglucoside de malvidine 3-coumaroyl-6-glucoside de malvidine

Fig. 3 Quelques structures d*anthocyanosides

Les anthocyanosides avec une seule liaison glycosidique en position C-3 sont facilement
hydrolysables par catalyse acide et redonnent I'aglycone (l'anthocyanidol) d'origine . Les
anthocyanosides posseédant deux liaisons glycosidiques en position 3 et 5 sont déja plus
résistants a I'hydrolyse acide. Les diglycosides sont donc plus stables que les monoglycosides.
Enfin, la présence de groupements acyles liés aux sucres assure une protection supplémentaire
du noyau pyrylium contre les attaques nucléophiles (de I'eau en particulier).De nombreux
facteurs peuvent influer la deégradation des anthocyanosides : l'acidité, la température de

stockage, la structure chimique, la lumiére, etc...
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3.2. Facteurs influengant la couleur

Les anthocyanosides couvrent une large palette de couleurs dépendant de la nature des
substitutions (OH, CHj3) caractérisant le noyau central de I'aglycone (cf. anthocyanidol qui
joue le réle de chromophore) mais ces couleurs dépendent aussi du pH, de la présence de

copigments, d'ions métalliques (fer, aluminium), d'alcool, etc...

A- Influence du pH

HO

o Bases quinonigues AO "3
R de couleur BLEU-MAUWE o

=t oH pH3 pH2 C[o
= | - HO e =0
\ > /
J
o
= oH Cation flavylium A~
o .

Sl oS couleur ROUGE
- PH1

==

I
o

1
J \ o
=
= oH i
o | o @o\ s
SH O\GIC 5

Gle Bases carbinols AOH OH
6 INCOLORES, pHS

/
= [ oH Formes chalcones

HO oM = s de couleur JAUMNE CLAIR

‘E:l/\/f\j pHE

~Glc

oH 7

Fig.4 Equilibre des anthocyanosides en solution aqueuse, de pH1 a pH 6-7

Les anthocyanosides sont particulierement sensibles au changement de pH, en passant du
rouge en milieu acide (pH faible) au bleu en pH intermédiaire et en devenant incolores puis
jaune clair en milieu basique. lls peuvent donc étre utilisés comme de véritables indicateurs
coloreés.

En milieu aqueux, quatre formes coexistent en équilibre

le cation flavylium A™ (1), de couleur - ;
e les bases guinoniques AO (2, 3 et 4), de couleur bleu-mauve ;
o les bases carbinols AOH (5 et 6), incolores ;

o les chalcones C (7), de couleur jaune clair.
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L'étude cinétique de ces éequilibres a permis d'établir les vitesses de réaction régissant
I'équilibre entre ces quatre formes. En milieu fortement acide (pH 1), le cation flavylium 1
prédomine largement et contribue a la coloration rouge ou pourpre. Lorsque le pH s‘éleve
plusieurs formes coexistent. Pour un pH compris entre 2 et 4, les bases quinoniques sont
prédominantes et tirent la teinte vers le bleu. Pour un pH entre 5 et 6, deux especes
supplémentaires apparaissent : une pseudobase carbinol, 4, incolore et une chalcone, 6, jaune
clair. Enfin, & pH supérieur a 7, les anthocyanosides sont degradés.

B- Influence des copigments

Les anthocyanosides tendent a créer entre eux ou avec d'autre composés phénoliques
des assemblages dits de copigmentation® qui améliorent leur pouvoir colorant, leur tonalité et
leur stabilité. Les copigments sont généeralement incolores mais quand on les mélange avec
des anthocyanosides, l'interaction produit un effet hyperchromique. Les copigments peuvent
étre des flavonoides, des alcaloides, des acides aminés, des acides organiques, des
nucléotides, des polysaccharides, des ions métalliques ou d'autres anthocyanosides.

L'effet le plus manifeste de la copigmentation se manifeste dans un milieu faiblement

acide (ph 4-6) quand les anthocynosides sont sous la forme incolore.
3.3. Occurrence

Les anthocyanes sont des pigments présents uniqguement dans la vacuole des plantes, et
chez les champignons, mais ne sont pas trouvés chez les animaux. En effet, la biosynthese des
anthocyanes passe principalement, comme les autres flavonoides, par la voie métabolique des
phénylpropanoides. En revanche, toutes les plantes terrestres ne contiennent pas d'anthocyane.

Chez les Caryophyllales, les Cactus et les Galium, ils sont remplacés par les bétacyanines.
3.4. le role des anthocyanes

Les anthocyanes auraient un rdle protecteur pour la plante : en absorbant les UV, elles
agiraient en bouclier pour I'ADN et les protéines cellulaires. De plus, leur couleur leur confére
un réle dans la pollinisation par I'attraction des espéces pollinisatrices.

Les anthocyanes ont un effet «désherbant» qui limite la concurrence pour le

développement des graines des plantes qui en produisent. (Christina Schallenberg., 2005).
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3.5. Activités biologiques

3.5.1. Activité antioxydante

Les anthocyanosides et leurs aglycones, comme tous les polyphénols, possédent des
groupes hydroxyles phénoliques, Ar-OH, pouvant fournir aux radicaux libres des H capables
de les neutraliser.

La comparaison de la capacité antioxydante des anthocyanosides avec d'autres
polyphénols présents dans le vin rouge a été effectuée par Fauconneau et al .1ls ont testé les
composés par trois méthodes : la capacité a prévenir la peroxydation des microsomes (une
membrane riche en acides gras polyinsaturés), du LDL et le piégeage direct des radicaux
libres DPPH". Les trois méthodes ont donné une plus grande activité a la (+)-catéchine et a I
(-)-épicatéchine suivies par les deux anthocyanosides testés (malvidine-3-glucoside et
péonidine-3-glucoside) et enfin le trans-resverarol :
t-resveratrol < Mv-3-gluc, Peo-3-gluc < (-)-épicatéchine, (+)-catéchine

L'activité de piégeage du peroxynitrite® * donne & peu prés la méme activité
antioxydante™® aux 3-glucosides de malvidine et de delphinidine quaux flavanols ((+)-
catéchine, épicatéchine) mais moins qu'a leurs dimeres ou trimere (des tanins condensés) :

Pet-3-gluc < Mv-3-gluc, Dp-3-gluc, catéchine, épicat. < diméres B1, B2 < trimére
3.6. Biosynthese

Les débuts de la compréhension de biochimie des anthocyanidols remonte a 1913 quand
Willstatter et ses collegues ont montré que les pigments d'une grande variété de plantes
dérivaient tous de trois anthocyanidols : la pélargonidine, la cyanidine et la delphinidine.
Apres 1960, a la description biochimique des multiples étapes de la biosynthese a pu étre
associée la description de génes codant les enzymes impliquées dans les réactions.

La description des 6 anthocyanidols principaux est de premiére importance puisqu'ils sont
présents dans 90 % des anthocyanosides identifiés. lls sont tous hydroxylés en 3, 5, 7. |l
convient de distinguer ceux dont le cycle B ne comporte que des hydroxyles (pélargonidine
avec un OH, cyanidine avec deux OH et delphinidine avec trois OH) des trois autres dont le
cycle B est methoxylé. Les glucosides de ces derniers s'obtiennent par dérivation des
glucosides des trois premiers.

Ainsi la biosynthése comporte une voie commune puis 3 voies paralléles aboutissant a la

pélargonidine, la cyanidine et la delphinidine.
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Fig 05 :Voies de biosynthése des anthocyanosides

V. Chloroplaste

Les chloroplastes sont des organites présents dans le cytoplasme des cellules eucaryotes
photosynthétiques (plantes, algues). lls sont sensibles aux expositions des différentes ondes du
spectre lumineux. Ils jouent un rdle essentiel dans le fonctionnement d'une cellule végétale
étant donné qu'ils permettent de capter la lumiére a l'origine de la photosynthése. Par
I'intermédiaire de la chlorophylle qu'ils possédent et de leurs ultrastructures, ces organites sont
capables de transférer I'énergie véhiculée par les photons a des molécules chimiques (eau).
Les chloroplastes jouent un r6le important dans le cycle du carbone, par la transformation du
carbone atmosphérique en carbone organique. Les chloroplastes appartiennent a une famille

d'organites appelés les plastes ; ceux-ci sont le fruit de I'endosymbiose d'une cyanobactérie, il

y aenviron 1,5 milliard d'années.
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le chloroplaste

Thylakoide

Membrane thylakoidal
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Enveloppe du chloroplaste
Membrane externe

Espace intermembranaire _
Membrane interne

Gouttelette
lipidique
Grain d'amidon

pH haute

Thylakoide

Fig 6:chloroplaste d'une plante supérieure
1- Chlorophylle

La chlorophylle est le principal pigment assimilateur des végétaux photosynthétiques
Isolé en 1816 par Joseph Bienaimé Caventou et Joseph Pelletier, ce pigment, situé dans les
chloroplastes des cellules végétales, intervient dans la photosynthése pour intercepter I'énergie
lumineuse, premiére étape dans la conversion de cette énergie en énergie chimique. Son
spectre d'absorption du rayonnement lumineux est responsable de la couleur verte des
végétaux ; la longueur d'onde la moins absorbée étant le vert, c'est donc cette couleur qui est

percue dans la lumiére réfléchie vers I'ceil par la feuille.
1.1.Différentes formes de chlorophylle

Il existe plusieurs formes de chlorophylle différentiables selon leur structure chimique :
« La chlorophylle a (symbole : « chla » ) est le pigment photosynthétique le plus commun du
regne végetal ; il est présent chez tous les végétaux aquatiques et terrestres (= 3 g/kg de

feuilles fraiches). La mesure de sa concentration dans I'eau est utilisée comme indicateur de la
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quantité de plancton végetal (phytoplancton, base principale du réseau trophique aquatique).
Les taux de I'eau en chlorophylle sont donnés en pg chla/L.

« La chlorophylle b se trouve chez les cormophytes (végétaux supérieurs) et les chlorophycées
(algues vertes) a des teneurs moindres (= 0.75 g/kg MF.

1.2. Structure chimique et biosynthese

La chlorophylle est une chlorine chélatant un cation de magnésium Mg** au centre du
macrocycle et estérifiant — hormis les chlorophylles ¢ — un alcool terpénoide en Cy, le
phytol, qui est hydrophobe et sert d'ancrage a des protéines des membranes thylacoides . Elle
présente une structure quasi-identique a celle de I'neme des érythrocytes, les globules rouges
du sang. C'est la présence, dans sa structure, de nombreuses doubles liaisons conjuguées qui
permet une interaction avec le rayonnement lumineux et son absorption. Les chaines latérales
de la chlorine sont variables et ceci entraine une modification du spectre d'absorption entre les

différentes familles de chlorophylles.

H-C
2 %CH : CH4 .

H5C

chlorophylle b

0=C

y 0 0-CH
HogC
8728 chlorophylle a

Fig7 :Structure des chlorophylles a, b
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V- Glycine bétaine

Les bétaines sont les composés zwitterioniques dont I'atome portant la charge positive
ne porte pas d'atome d'hydrogene et n'est pas adjacent a I'atome portant la charge négative
Union internationale de chimie pure et appliquée ( IUPAC). Les bétaines n'admettent pas de
formes limites sans charge. Historiqguement, le terme désigne les ammoniums quaternaires
dérivés des acides aminés. Le nom de bétaine vient de la betterave sucriére d'ou a été extraite
la premiére bétaine découverte, la triméthylglycine(TMG, historiquement appelée « bétaine »)
aujourd'hui appelée « glycine bétaine ».

tableau 2 présente les structures de quelques bétaines.

Noms Formules chimiques Références
Glycine bétaine CH, Peddie et al_, 1998
HaC—N=—CH,—C00"
CH,
Tuéthylglycine bétaine Peddie et al., 1998
HiC—CH,
ch—CHza‘[:'—CH?—coo'
HyC—CH,
Alanine bétaine CH, Peddie et al., 1998
H,C—N—CH-C00’
CHy CH,
Alkyl sulfobétaine CH Glosh et al., 2000 ;

3
Iy
Coane1—=N—CH;—CH,—CH,—S$0,
CH,

Wydro et al., 2005

n=121416
Pyridinium bétaine 7\ Peddie et al., 1998
/" W-CH,—CO00
) B 1,'
Proline bétaine s Storer et al., 2006
L . —C00
N
H{€™ "CHy
Thiolanium bétaine et Peddie et al., 1998
H:(Er coo
Phényl-3-pynidinium-N-phénolate bétaine Vodolaskaya et al., 2003
substitué A / R:
7\ SIS s
/ A N /:\’ °
i R
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VI-Fonctions métaboliques

Divers organismes végétaux (plantes supérieures, algues et bactéries) synthétisent des
bétaines comme molécules osmorégulatrices ou cryoprotectrices . Ces molécules leur
permettent de résister au froid ou au sel , en particulier chez les extrémophiles. Les bétaines
permettent aussi a certaines plantes (Plumbaginaceae) de mieux résister a la chaleur et au
stress hydrique via une synthese irréversible de glycine bétaine, la méthylamine la plus
courante et la mieux distribuée chez les végétaux, produite dans les tissus chlorophylliens via
la choline et ensuite transportée dans les tissus en croissance par le phloeme.

Chez le plancton, la glycine bétaine (GB) ou triméthylglycine (TMG) est I'analogue azoté du
Defense Meteorological Satellite Program (DMSP) qui joue un grand réle dans le cycle du
soufre entretenu par le phytoplancton marin, mais qui est moins efficace contre les chocs
osmotiques car moins rapidement produit et dégradé que le glycine bétaine. Le Defense
Meteorological Satellite Program (DMSP), plutét que d'équilibrer la balance osmotique
cellulaire, jouerait plutot un réle de tampon au début d’un choc osmotique (Kirst, 1996). 1l
pourrait se substituer a la glycine bétaine (et a d’autres composés osmolytes contenant de

I’azote) comme soluté compatible lorsque 1’azote manque dans le milieu .
V.2. Le role, le mécanisme et les nouveaux concepts

Glycine betaine accumule dans une variété d'organismes sous contraintes abiotiques et a
été étudié dans de grands details.( Chen TH et Murata N,2002) ( Bohnert HJ et Jensen
RG,1996) plantes connues pour accumuler Glycine betaine naturellement ont été signalés
pour bien grandir dans la sécheresse et une solution saline environnement. . (Chen TH et
Murata N,2008).

Accumulation de Glycine betaine transgénique pomme exprimant le géne régulateur de
tension, Osmyb4 , est liée a I' amélioration de la sécheresse et la tolérance aufroid. .( Pasquali
Get al., 2008) .

Application exogéne du document Glycine betaine permet d'améliorer le taux de
croissance des plantes et a lasurvie dans une variété de contraintes( Parc EJ., et al 2006) et
dans des bacteéries d' origine alimentaire Listeria monocytogenes . (Dreux N et al., 2008) . est
syntheétisé soit par oxydation de la choline ou par trois voies connues.

Dans les plantes, la monooxygénase enzyme choline Organisations communes de marché
(OCM) convertit la premiére choline en bétaine aldéhyde et puis un NAD “enzyme

dépendante, la bétaine aldéhyde déshydrogénase (BADH) produit glycine betaine. Ces
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enzymes se trouvent principalement dans le stroma des chloroplastes et leur activité est
augmentée en réponse a un stress salin. Dans E. coli ,la glycine betaine est synthétisé par
la choline déshydrogénase enzyme (CDH) ainsi que la bétaine aldéhyde déshydrogénase.
Alors que dans la bactérie du sol, Arthrobacter globiformis, choline oxidaseA (codA)

convertit choline en la glycine betaine et H,O ;, en une seule étape.

V.3. L'utilisation de genes de biosynthése de Glycine betaine dans des

plantes transgéniques

Les principales céréales comme le blé, le mais et I'orge ne s'accumulent pas quantité
importante de Glycine betaine naturellement. Cela pourrait étre di a la production de
transcrits tronqués pour Glycine betaine  enzyme de synthese la bétaine aldéhyde
déshydrogénase , dans les céréales. ( Niu X et al., 2007). Parmi ceux - ci, le riz est la seule
céréale qui n‘accumule pas la Glycine betaine naturellement ( Shirasawa K et al., 2006) .

Le riz a deux la bétaine aldéhyde déshydrogénase et un des génes codant pour des OCM,
cependant , pas d'accumulation Go se produit dans le riz sous contrainte. Les transcriptions de
Badh sont traitées d'une maniére inhabituelle dans le riz entrainant I' élimination du codon
d'initiation de latraduction, la perte de domaines fonctionnels et des codons d'arrét
prématurés. (Niu X et al., 2007). Cependant, certaines transcriptions Badh correctement
épissés ont également été signalés a partir de riz. Exactement les mémes observations ont été
faites pour lestranscriptions de I'OCM du riz par unméme groupe. (Luo D et
al., 2007) Cependant, les plants de riz transgéniques exprimant fonctionnelle la bétaine
aldéhyde déshydrogénase( BADH ) geéne apartir d'orge pourrait convertir de maniére
exogene appliquée bétaine aldéhyde Glycine betaine a un niveau meilleur que les plantes
(Takanami et al .,2000) .

Introduction d'épinards CMO gene du riz également entrainé une accumulation de
quantité détectable de Glycine betaine .( Shirasawa K et al., 2006) . Par conséquent, le riz
produit destrés réduite quantité de la bétaine aldéhyde déshydrogénase fonctionnelle et
protéines OCM resultant en une quantité indétectable de la synthése Glycine betaine .

Fait intéressant, la bétaine aldéhyde déshydrogenase géne a été lié a parfum dans le riz
(Fitzgerald TL et al ., 2009). Comme riz nombreuses plantes cultivées ne sont pas capables

d'accumuler Glycine betaine naturellement pendant le stress abiotique.
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La glycine bétaine est utilisée dans le traitement de I'homocystéinurie et de
I'nomocystéinemie, une élévation de la concentration de I'nomocystéine dans les urines et
dans le plasma respectivement (Yagisawa et al., 2006 ; Atkinson et al., 2009).
L'administration de la bétaine a montré des effets protecteurs contre les blessures du foie
induites par les médiateurs de l'oxydation de [I'éthanol, du chloroforme et des
lipopolysaccharides (Kim et al., 2005); les déficiences du systéme cardiovasculaire
(Stepnova et al., 2007) ; vis-a-vis de I'accumulation d'espéces d'oxygene réactives et de la
peroxidation de lipides (Banu et al., 2009). En biotechnologie, la bétaine et la choline ont été
largement utilisées comme donneurs du groupe méthyle pour la fermentation industrielle de la
vitamine B12 par les Pseudomonas dénitrifiants (Li et al., 2008).

La glycine bétaine est trés soluble dans l'eau et augmente sa tension superficielle
(Soderlund et al., 2002). Pour exploiter ses propriétés bénéfiques citées ci-dessus, de
nombreux auteurs ont synthétisé des dérives de la glycine bétaine par substitution d'un radical
méthyle, par un radical alkyle a longue chaine (Hines et al., 1997 ; Li et al., 2005), par un
radical alkylamidopropyle (Tegeler et al., 1995 ; Guan et al., 1997), par estérification de son
groupementcarboxylique par des alcools gras ou des polysaccharides(Auzély-Velty et al2003);
(Grand et al., 2000) ou encore par amidation du groupement carboxylique avec le chitosan;
(Korjamo et al., 2008) ou le 3-amino-1,2-propanediol(Floch et al1998).

Une des voies de synthése vise a construire des molécules tensioactives a base de glycine
bétaine. Celles-ci permettent de répondre aux exigences de plus en plus strictes en termes de
qualité environnementale (Noiret et al., 2002) et de développer des -caractéristiques

fonctionnelles bien précises, deux criteres recherchés par I'industrie des tensioactifs.
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Le tableau 3: quelques dérivés de la glycine bétaine.

Noms Structures Références
Alkylbétaines ?Ha Lietal., 2005
CpHyn—N—CH;—C00"
S
(n=8,10,12,14,16)
Diméthyldodécylamidobétaine 5 cHy Hall-Manning et al_,
HasC rz— N rlw"—cuz—-coo' :gg . Tegeler et al.,
CHy
Cocoamidopropylbétaine o tISH, Tegeleret al,, 1995
HasC oz £—nn {CH}-N—CH,—C00"
CH,
N-(3-Alkoxy-2-Hgdroxypropyl)— o CH, Guan et al , 1997
N N-diméthylglycine C My —O—CHy—CH~CHy .‘|4'~—cn,‘coo
CM,
(n=38-16)
Alkylbétainates (esters) CHy o Lundberg et al., 2004 ;
H3C ~ N CHy G~ O—C Hapey Tehrani-Bagha et al.,
I 2007a
3
(n=2,101214)
Bétainate d’amidon [ OR ] cl Grané et al., 2000 ;
- - Auzély-Velty et al.,
AL-OPT R =H ou(CH,) N*-CH,-CO i
oR VR
N-bétainate de chitosan [ oH ] ol Holapa et al., 2006 ;
; OPT R=(CH JN*CH_CO Mourya et al., 2008
NH o
OH \R
N-bétainylamino-3-dialkyloylglycerol o) Floch et al , 1998
HaC—O—C—R
o
HC—O0-C-R oy o
H2C—NH-——CH2 0‘&'—CH3
o My
Dodécyl bétainate dimere (gemini) o CHa Tehrani-Bagha et al.,
Hy5C 4~ 0 ~—C—CHz—N._ Br 2007a
| "CH3
HQ(;
o HaC CHa
O < ,‘,-’ B
HzsCyp—O0—C—CH2 N\CHg
Amphiphiles bipolaires (bolaamphiphiles) Berchel et al., 2008
- = oL 0 CHy .
avec une tete de glycine bétaine 1> ©
[s) NHWNHJK/N—CH:.
- g T
. PN [e]
H/ i N/ St
oH / m=3n=35
;]’ m=8,n=1
HO
( )|
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V.4.Méthodes de synthese par voie chimique des dérivés tensioactifs

de la glycine bétaine :
V.4.1. Synthése des alkylbétaines :

Le chlorure de dodécylbétaine (Ci,Be) a été synthétisé et purifié par différentes
méthodes. Une des méthodes consiste a faire réagir le chloroacétate de sodium avec la N,N-
diméthylamine-N-dodécylamine dans une solution aqueuse d'éthanol a reflux pendant 18 h.
Le mélange est alors refroidi et séché. Le solide résultant est dissous dans de I'isopropanol,
filtré pour enlever les solides inorganiques et séché. Le résidu est recristallisé d'abord dans de
I'acétone et ensuite dans de l'acétate d'éthyle. La recristallisation est répétée jusqu'a ce qu'une

pureté suffisante soit atteinte (Hines et al., 1997).

CH CH,
e Acélone |
C, .M, -N + Br-CH.-COOC_ M, - C _H  -N-CH,-COOC H,Br
N ) o Reflu T ) '
CH, 12h CH,
CH, CH,

| i AG, ,'(,_ / H:O |

C,,H, -N*.CH .COOC H. Br JH.-N"-CH,-COO~
" o I - . T-) a’]\b » I .

CH, CH,

Y
0O
I

Fig8 : Synthése de dodécylbétaine

V.4.2. Syntheése des alkylbétainates

La glycine bétaine peut étre directement utilisée comme réactif chimique pour former
des esters avec des alcools gras. Cependant, a cause de sa faible réactivité, elle est
communément utilisée sous une forme activée, le chlorure d'acyle (Auzély-Velty et al., 2003).
Les alkylbétainates ou esters de la glycine bétaine avec des alcools gras sont synthétisés en
deux étapes. Avant l'acylation, la premiére étape consiste en l'activation du composant

carboxyle ou du composant carbonyle.
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A. Activation des acides organiques

Les acides organiques ou composants carboxyles peuvent étre activés sous forme
d'halogénures d'acyle (chlorure d'acyle, bromure d'acyle ou fluorure d'acyle), acyl azides,
acylimidazoles, anhydride, esters, etc. Un agent d'acylation intermédiaire est formé, isolé et
ensuite soumis a l'alcoolyse. Les réactifs chlorés sont le plus fréeguemment utilisés pour

activer la glycine bétaine.

I o o0 I o
o SOCI,—(CH_),N*-CH-C-0-S-Cl — (CH ),N*-CH,-CCl + SO,
B
CH,N*-CH,CO0 ™ + o
‘ : - o 0 : 0
' I ¢ L o I
CH, CIC--C-Cl-=(CH,) N*-CH -C-0-C--CCl>=(CH,) N*-CH -C-Cl + CO, + CO
I ' I ' ‘
) 0

Fig9 :la formation du chlorure de bétainyle a I'aide des réactifs chlorés les plus utilisés,

le chlorure de thionyle et le chlorure d'oxalyle.
B. Activation des alcools

La premiere étape consiste a activer un alcool ou un composant carbonyle en halogénure
d'alcoyle qui sera ensuite soumis a une aminolyse dans la deuxieme étape. Les réactifs chlorés
et bromés sont les plus utilisés pour activer les alcools. Notons que cette procédure fait
intervenir la triméthylamine comme réactif d'aminolyse, plutdt que la glycine bétaine. Les
réactifs les plus utilisés pour produire les halogénures d'alcoyles a partir des alcools gras
primaires sont le chlorure de chloroacétyle (CICH,COCI) (Lundberg et al., 2004 ; Mohlin et
al., 2006) et le bromure de bromoacétyle (BrCH,COBr) (Tehrani-Bagha et al., 2007a).

111
0
R-OH 0 CHCI, N o + He
e Cl\)J\ = * R0/ VY Y
cl Reflux
58h

Figl0 : la formation de chloroacétate d'alkyle a I'aide de chlorure de chloroacétyle.
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V.4.3. Syntheése de bétainate d'amidon

Grand et al. (2000) ont synthétisé le bétainate d'amidon en deux étapes La premiére étape
a consisté en la synthése de chlorure de bétainyle a partir de la glycine bétaine et de chlorure
de thionyle dans le dichlorométhane. Dans la deuxiéme étape, I'amidon a réagi avec le
chlorure de bétainyle en présence de 1,4-dioxane comme solvant et de la pyridine comme

réactif nucléophile et catalyseur.

CH, e, cl
| : CH.CI, '
CH,-N*-CH-C00 + 5001, —r5Ch o cH .N#+-.CH,-COCI + 50,
CIH 60°C CIH
A a
LC-CHN*CH,),
CH, N"’ CH, LCOCl* T Pyndine Q
Dioxane H H In
4ha110°C

Figll : synthétisé le bétainate d'amidon

V.5.Glycine betaine t la protection des organes de la reproduction au cours

du stress abiotique

Le rendement des plantes est severly comporised sous stress abiotiques en raison de
la croissance limitée des organes reproducteurs. De nouvelles preuves indiquent vers la
protection des organes de la reproduction par Go. ( Chen et Murata ,2011) .

En effet, la croissance des plantes améliorées en termes de biomasse et le rendement a été

signalé dans la tomate transgénique exprimant codA géne de A. Globiformis. codA plants
d'Arabidopsis transgénique produit environ 22% plus de fleurs et 28% plus de graines que
les plantes dans des conditions non stressées (Parc et al., 2004) .Ces effets de Glycine
betaine ont été attribués a une accumulation plus élevée dans les organes reproducteurs.
Organes reproducteurs; fleurs, siliques et inflorescence accumulé environ 5 fois plus élevé
que Glycine betaine feuilles dans les plantes experessing codA gene constitutivement.
(Parc et al., 2004). plants de tomates exprimant codAgéne produit 10-30% plus de fruits que
les plantes apres refroidissement stress. Tous ces effets sont dus a la protection des organes
reproducteurs du stress par I' accumulation localisée plus élevée de Glycine betaine .( Chen et
Murata, 2008 ) .
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Chapitre 11 : Matériel et méthode

1. Matériel végétal

L’étude a porté sur dix variétés de blé dur (Triticum durum Desf.) d’origine diverses,

introduits, locales et sélectionnées. (Institut Technique des Grands Culture 1.TG.C, Elkhroub-

Algérie).
Tableau 4 : Les variétés étudiées et leurs origine.

Génotype lignage Origine
V1 :Vitron Sélection généalogique Espagne

. Mexique
V2 :Gta dur GaviotaxDurumeé.... _

(Gimmyt)
V3 :Waha Plc/Ruff//Gta/R"™ Syrie
] KB2140KBOKB2KBOKBOKB1KBOKB
V4/Cirta Algérie
(Hb3/Gdouz619)

V5 :B17 Population Locale Algérie
V6 :Wahbi KB860221KB-2KB-2KB-0KB Algérie
v7 :Otb4(3) Otbs3/HFN94N-8/Mrb5//Zna-1 Algeérie
V8 :Ter(2-1) Ter-1/3/Stj3//Bcr/Lks4 Algérie
V9 :F4/3 F4 13/3/ Arthur71/Lahn//blk/Lahn /4/Quarmal Algérie
V10 :Bousselem CrolCD414BLCTR4AP(Heider/Marli/Heider) Algérie

2. Conduite de I’essai

L’expérimentation a été conduite sous serre (Bio pol, Chaabat Erssas), Université des

Fréres Mentouri Constantine.

Cette etude a été réalisée en pots, portant sur dix variétés de blé dur dans des conditions

expérimentales semi contr6lées (sous serre).

Les dix variétés de blé dur ont été germées dans vingt pots en plastiques contenant un

mélange de 2 /3 sol et 1/3 sables sachant que pour chaque variétés un pot témoin et un stresse.
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L’étude de la réponse des dix variétés de blé dur face au stress hydrique a été réalisée au
début de stade montaison pendant dix jours de suite.

Figl2: Les dix variétés de blé dur (Triticum durum Desf)

3- Parametres étudiés:

Dans cette étude ont pratique le dosage des anthocyanes et le dosage de glycine

bétaine ,ainsi le dosage de I’intégrité membranaire et de chlorophylle.

3.1. Parameétres biochimiques:

3.1.1. Les anthocyanes: (Eryilmaz, 2006)

Selon le protocole décrit par Eryilmaz,2006, les feuilles sont homogénéisées dans 3ml
de méthanol-Hcl (Hcl & 1%).
Les échantillons ont été laissé a 4° C au réfrigerateur pendant 48h.
L’extrait est filtré est utilisé en tant que source des anthocyanes
La teneur en anthocyanes a été mesurée par spectrophotométre a 520nm.
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SEL

Fig13: Dosage des anthocyanes.
3.1.2. Laglycine bétaine: (Grieve et Grattan, 1983)

-On prent 0.5g de matiére végétale et la mettre dans 20ml de 1’eau distillé pendant 48h & 25¢°
- On laisse au réfrigérateur jusqu’au jour de 1’étulisation.
- On ajoute 0.5ml de H,SO, et laissé a la glace pondant 1h

- Mesurés par le spectrophotometre a 365nm

Figl4: dosaae de la alvcine bétaine.
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3.2. Parametre physiologique :

3.2.1. L’intégrité membranaire:

Le pourcentage d’intégrit¢ cellulaire consiste en une mesure de la libérati

on d’¢électrolytes suite a la destruction partielle de la membrane plasmique.
Pour commencer nous devons tout d’abord prélever 3 échantillons 3 éme feuille) de
chaque niveau de stress, les rincer soigneusement avec de 1’eaudésionisée, les couper
en etits morceaux de 1cm et les recueillir dans des tubes a essai contenant 10ml
d’eau dés ionisée. Ces derniers ont été fermés hermétiquement avec du coton et du
papier aluminium en les maintenant 24h a une température ambiante.
Apreés ces 24h,on peut effectuer la premiére lecture a I’aide d’un conductivimeét-re
tout en plagant délicatement la sonde dans le tube apres étalonnage de [1’appareil.

La deuxieme lecture est effectuée apres 24h de la premiere apres avoir autoclaver
les tubes a 80°C pendant 20 minutes.

IC % = (M1/M2) x 100

Dol will »

Figl5: Dsage de I’intégrité membranaire.

3.2.2. Le chlorophylle:

-Prendre 250mg de feuille fraiche

- Préraré la solution(75% acetone+25% ethanol)

-Prendre 15ml de la solution préraré et la mettre dans les tubes a essai et laisser dans le noir
-Pendant 48h, la lecture est faite par le spectrophotométrer a649nm.

Chlorophylle (A+B) Mg/g =Chl(A) * 17.72 + Chl(B) *46.6
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Figl6: dosage de la chloropylle A et B

4. Traitement et analyse statistique des donnees :

L’analyse des données des parametres étudiés ainsi que le calcul des moyennes
et la conception des graphiques ont réalisés a 1’aide du tableur Excel 2007 pour windows.

Les résultats sont présentes sous forme d’histogrammes , rejoignent le plus  Souvent
des valeurs moyennes . L’analyse de la variance (ANOVA) a un facteur de classification
on eté utilisés, le facteur variété, facteur traitement ont été réalisée par I’utilisation
d’un logiciel spécifique «exek 2014 » en utilisant le test de  NEWMAN-KEULS.

30

——
| —



CHAPITRE Il

RESULTATS
ET DUSCUSION




CHAPITRE 111 : RESULTATS ET DUSCUSION

Tableau 5 : Les resultats des concentrations différentes étudiées avec des statistiques

descriptives

Antyocyanes Glycine L’integrité Chlorophylle
Génotype bétaine membranaire

T S T S T S T S
Vitro 5.5 33 0 0.2 54.59 75.80 9.2 13.01
Gta dur 12.5 3333 |01 2 79.41 67.61 13.56 10.19
Waha 23 2466 |0 0.3 46.59 87.89 9.38 15.23
Cirta 39 1533 |0 3 86.60 74.56 15.04 12.56
B17 11.5 63 0 0.5 49.25 419.43 10.52 14.92
Wahbi 24.5 1166 |0 0.7 46.57 83.68 12.40 10.67
Otb4(3) 43 31 0 1 59.23 91.97 11.77 10.69
Ter (2-1) 65 1333 |0 0.3 59.10 54.02 15.14 12.04
F4/3 33.5 4533 |0 0.2 66.4 61.14 14.22 12.72
Bousselem | 36.5 29.66 |0 0.3 80 51.49 12.69 10.90
Minimum 1 10 0 0.2 46.57 51.49 9.20 7.27
Maximum 65 69 0 3 86.60 419.93 15.14 21.51
Moyenne 29.40 30.06 |0 0.85 62.77 106.76 12.39 12.76
Ecart- type 17.49 1566 |0 0.93 126.36 110.71 4.25 3.58
Pr>F Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns

1.Variation des parameétres biochimiques :

1.1. Les anthocyanes:

Les anthocyanes sont des pigments qui absorbent les lumiéres intenses et les converti  en
chaleur ce qui facilite la croissance des végétaux.L’ffet antioxydant des anthocyanes est expliqué
en partie par piégeage des radicaux libres.ce sont néanmoins les induisent la synthése des

anthocyanes (lois,1994).
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Figl7: la teneure des anthocyanes chez les dix varieties de blé dur

La teneur en anthocyanes varie d’une variété a une autre .cependant, on note une
augmentation de la teneur en anthocyanes chez la varieté TER(2-1) avec une valeur maximale
(65%) et la varieté OTB4(3) avec une valeur minimale (43%) et une moyenne (29.40) chez le
témoins.

Par contre chez les génotypes stréssés,on note une augmentation de la concentration chez la
varieté B17 avec une valeur (63%),et une diminution chez la varieté Wahbi avec une valeur
(11.66%) pour une moyenne (30.06)(fig:17)

Notre étude montre, aussi que la variété locale B17 a enregistré une accumulation importante
d’enthocyanes cela pourrait étre expliqué par la toléronce de cette derniére qui se manifeste par une
forte teneure en molécules anti oxydantes , plusieurs recherches montrent que ces métabolites de
base du systéme non enzimatique sont mises en place par la plante pour une détoxication en
présence d’un stress (Eryilmaz, 2006) .

D’autres composes tels que les flavonoides,meétabolites secondaires issus de la voie de
biosynthése des phénylpropanoides,ont egaiement un important effet antioxydant la désactivation
de l’oxygéne singulet,qui est du a leur structure phénolique(tournaire et al.,1993;benvo and
georgiev,1994),le scavenging de H,O, et OH.(gould et al.,2002).composés protégent également les
plantes des radiation UV et dégradent les ROS générés par ces radiations (Shirley,1996).

Cesdonnées trouvent leur confirmation dans le test de L’anova qui révéle des différences

non significatives pour cette variable tab(6)

——
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1.2.La bétaine:

La Glycine betaine est I’osmoprotecteur le plus puissant du monde végétale.Elle augmente la
pression osmotique dans la cellule végétale afin d’éviter la fuite de 1’eau hors de la cellule
aboutissant a sa mort. Elle permet la retention ou la diffusion de 1’cau et des oligo-éléments par la

gestion de cette pression osmotique.
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variete

Figl18: La teneur de la glycine bétaine de dix génotypes du blé dur.

Nos résultats montre que la variété Cirta a marquer une varleur maximal ( 3%) par contre la
valeur minimal est marquee par les variétées Vitron et Bousselem avec des valeurs respectives
(0.3%-0.2%) avec une moyenne (0.85).Par a ports aux témoins qui rmarque une absence totale
de bétaine (fig:18).

Ces données trouvent leur confirmation dans le test de L’anova qui révele des
differences non significatives pour cette variable tab( 7).

Notre étude montre, que la variété locale Cirta a enregistré une accumulation importante de
glycine bétaine.

L’accumulation de bétaine pourrait contribuer a Osmoregulation dans des accumulateurs
naturels;cependant, osmoprotection semble étre responsable de la tolérance aux stress abiotiques
chez les plantes transgéniques. Un travail important sur glycine bétaine a suggéré ses roles variés
dans les plantes. De nouvelles preuves suggerent que la contribution de I'expression différentielle

des génes endogénes dans glycine bétaine médiée tolérance au stress chez les plantes. Des travaux
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supplémentaires de déterminer si les modifications du transcriptome sont des cibles directes de

glycine bétaine ou sont produit d'ajustement metabolique dans les plantes transgeniques.
2.les parametres physiologiques:

1.2 L’intégrité membranaire:

Ces données trouvent leur confirmation dans le test de ’ANOVA qui révéle des
différences non significatives pour cette variable tab(8)

Le pourcentage d’intégrité cellulaire consiste en une mesure de la libération des
électrolytes suite a la destruction partielle des membranes cytoplasmiques par rapport
a laquantité totale d’électrolytes la perte relative d’électrolytes est un test couramment

utilisé pour évaluer les dommages causeés par les différentes contraintes sur les cellules.
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Figl9 :La tenure de I’intégrité membranaire des dix génotypes de blé dur.

la figure(19) montre que les témoins présente un pourcentage de stabilité assez élevé qui varie
de (86.60%) dans la variété Cirta et un faible pourcentage de( 46.57%) dans la variété Wahbi avec
une moyenne(62.77%).
Par contre , chez les strésses la variété B17 marque un grande pourcentage de (419.43%) et la

variété Bousselem marque le faible pourcentage de (51.49% ) avec une moyenne (106.76%).(fig:19)
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Les résultats obtenus montrent que les feuilles gardent une intégrité structurale importante
malgré la présence de sel qui provoque une sécheresse physiologigque. Cette aptitude de maintenir
I’intégrité¢ de ses membranes semble étre associé¢e a des mécanismes d’évitement de la contrainte
saline. En effet, il a été observé, chez beaucoup de plantes, une désorganisation de 1’ultra structure
des parois provoqueée par le stress (BLUM, 1981). Ces altérations peuvent resulter de destructions
mécaniques par plasmolyse

Notre étude montre, que la variété locale B17 a enregistré une accumulation importante de

glycine bétaine.
2.2. Taux de chlorophylle:

La Chlorophylle est le principale pigment assimilateur des végétaux photosynthétique .Ce pigment
situé dans les chloroplasts des cellules végétales intervient dans la photosynthése pour intercepter

I’énergie lumineuse, premiére étape dans la conversion de cette énergie en énergie chimique.
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Fig20: La tenure de chlorophylle de dix variétées du blé dur

les variations de taux de chlorophylle sont présentées par les histogrammes de la figure (20) ces
résultats montrent que la variété Ter(2-1) marque le grand valeur (15.14%),mais la variété Vitron
marquee le faible valeur (9.2%),ca pour les témoins por une moyenne (12.39% ) .(Fig:20)Pour les
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stréssés, la varieté F4/3 marque une superieur valeur (17.72%) par contre I’inferiur valeur
(10.19%) marqué par la variété Gat dur pour une moyenne (12.76% ). (fig:20)

Ces données trouvent leur confirmation dans le test de ’ANOVA qui révéle des différences
non significatives pour cette variable tab(9).

La chlorophylle est un pigment végétal responsable de la coloration verte des plantes. Ce
pigment, que 1’on retrouve dans les cellules des végétaux, est utilisé¢ avec d’autres pigments par les
plantes pour effectuer la photosynthése. ce processeus permet a la plante d’utiliser I’énergie du
soleil pour convertir le dioxyde de carbone (CO2) et I’eau en oxygéne et en matiére organique
la teneur en chlorophylle est considéré comme parametre de tolérance au stress abiotique (salinité,
sécheresse) chez plusieurs espéces (Srivastava et al.,1988).

Dans notre travail on remarque que le stress ydrique affecte significativement ce parameétre par
la diminution du taux de chlorophylle avec I’intensité du stress.

Lors d’un stress hydrique, une diminution de la teneur en chlorophylle est remarquée  chez le
blé dur (Bousba et al., 2009). Pour limiter les pertes en eau par évaporation et aussi I’augmentation
de la résistance a I’entrée du CO2 atmosphérique nécessaire ala  photosynthése, I’économie
de I’eau se traduit par une turgescence relative moins affectée par le stress conduisant a une
dilution de la chlorophylle (Slayter ,1974).

3- Diccussion

L’amélioration génétique du blé dur des zones séches reste basée sur la recherche une
meilleure tolérance aux stress abiotiques pour adapter la plante , a la variabilité du milieu de
production .

La plupart des travaux effectués sur le blé dur dans le cadre de 1’amélioration
génétique de la tolérance au stress hydrique , se sont donnés pendant longtemps pour objectif
primordial, I’augmontation de la productivité par une approche basée sur les performances
agronomiques.

Actuellement, les programmes d'amélioration du blé exigent d’étudier, d’identifier et
de vérifier les caractéres phrénologiques, morpho-physiologiques et biochimiques liés au
rendement en condition au stress abiotique.

La réponse des plantes aux variations de stress hydrique, varie selon le type de stress et les
caractéristiques de la plante.

Notre étude pour 1’objectif de faire des analyses biochimiques trataient bien puisce sur les
variétés, aussi que la variété locale B17a enregistré une Accumulation importante d’anthocyanes

cela pourrait étre expliqué par la tolérance de cette derniére qui se manifeste par une forte
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teneur enmolécules anti oxydantes, plusieurs recheches montrent que ces métabolites de base
du systeme non enzymatique sont mises en place par la plante pour une détoxication
en présence d’un stress (Eryilmaz, 2006).

L’effet antioxydant des anthocyanes est expliqué en partie par piégeage des radicaux libres.ce
sont néanmoins les induisent la synthése des anthocyanes (lois,1994).

La Glycine bétaine accumule dans une variété d'organismes sous contraintes abiotiques et a
été étudie dans de grands détails.( Bohnert,Jensen 1996) plantes connues pour accumuler la
glaycine bétaine naturellement ont été signalés pour bien grandir dans la sécheresse et une solution
saline environnement. (Chen,Murata 2008). Et ce la présenté par la variété Cirta qui est le plus
résistante par a port aux autre génotypes.

L’¢étude physiologique montre que le stress appliqué a provoqué une réduction de la stabilité
membranaire,cetteréduction est plus importante chez les feuilles fortement stressées. Cependant,
la résistance stomatique augmente avec I’intensité du stresse. Et ce |a présenté par la variété B17

qui est plus toléronete.

La teneur en chlorophylle est considéré comme paramétre de tolérance austress abiotique
on remarque que le stress hydrique affecté sinificativement ce parametre par la diminution du

taux de chlorophylle avec I’intensité du stress. Et ce |a présenter par la variéte F4/3.
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Conclusion :

Conclusion

L’amélioration génétique du blé dur des zones séches reste basée sur la recherche d’une
meilleure tolérance aux stress abiotiques pour adapter la plante, a la variabilité du milieu de
production.

La plupart des travaux effectués sur le blé dur dans le cadre de I’amélioration génetique
de la tolérance au stress hydrique, se sont donnés pendant longtemps pour objectif Primordial
,’augmentation de la productivité par une approche basée sur les performances agronomiques.
Actuellement,les programmes d'amélioration du bléexigentd’étudier, d’identifier et de vérifierles
caractéres phrenologiques,morpho-physiologiques et biochimiques liés au rendement en condition
au stress abiotique.

Les travaux effectués dans cette étude ont porté sur 1’adaptation de dix variétés de blé dur
(locales et introduites),au stress hydrique appliqué au stade montaison.

Le stress hydrique provoque une augmentation tres importante en anthocyanes au niveau des
feuilles de la variété B17 qui ca tolérancesemanifesteas uneforte teneur en molécules antioxydantes.
Glycine bétaine pourrait étre impliqué dans l'inhibition de I' accumulation ERO, la protection des
mécanismes photosynthétiques, I' activation de certains genes liés au stress et a la protection de
la membrane. Glycine bétaine a également été impliquée dans la protection de la structure
quaternaire des protéines (ce qui maintient l'activité enzymatique) des effets des stress
environnementaux endommager.

Ces criteres morphologiques sont associés a des changements au niveau de la membrane
cytoplasmique des feuilles. L’étude physiologique montre que le stress appliqué  a provoqué une
réduction de la teneur relative en eau et de la stabilité membranaire.

La teneur en chlorophylle est considéré comme parametre de tolérance au stress abiotique
on remarque que le stress hydrique affecte significativement ce paramétre par la diminution
du taux de chlorophylle avec I’intensité du stress.

En conclusion, pour mener a bien cette étude, il serait intéressant d’élargir 1’investigation
a d’autres méthodes d’analyse et aux autres marqueurs de stress oxydatif(dosage des anthocyanes,

dosage deglycine bétaine, I’intégrité membranaire, chlorophylle,............. ).
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Annexe

Annexe:1

Taxonimie et classification des Triticum(Feillet,2000)

Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Monocotylédones

Ordre : Poales

Familles : Poaleae

Sous-famille : Festucoideae

Tribu : Triticeae

Genre : Triticum

Espeéce : Triticum durum Desf.
Annex :2

La solution Hcl 8 2% :

Dans un ballon de jauge on dissout 2ml Hcl dans 100ml de 1’eau distillé
Annexe :3

solution de sulfite de soudum 15% :

on dissout 5g de sulfite de sodum dans 100ml de 1’eau distillé et on gard au réfrigérateur.
Annexe :4

Ethanol- Hcl 0.19% :

Dans un ballon de 250ml on dissout,Iml de I’Hcl dans un 100ml de I’eau distillé ,bien mélongé

la solution .Aprés on ajoute 1ml de 1I’Ethanol.



Annexe

Annexe :5

Tableau6: Analyse de la variance de les anthocyanes obtenu a partir de strsse hydrique
appliqué aux dix variétés de blé dur.

A -Témoin :
Source ‘ DDL ‘ sC ‘ MC ‘ = ‘ Pr>F
Modéle 19 22076,0000 1161,8947 1,1347 0,6404

Erreur 1 1024,0000 1024,0000
Total corrigé 20 23100,0000

(T) H20 1,0000 65,0000 29,4000 17,4911
B-Stressé :
‘Modéle 29  4802,4012 1656000 0,3579  0,8946
Erreur 1 462,6801 462,6801
Total corrigé 30 5265,0813
(S) H20 30 10,0000 69,0000 30,0667 15,6644

Tableau7: Analyse de la variance de la glycine bétaine obtenu a partir de strsse

hydrique appliqué aux dix variétés de blé dur.

Stressé :
Source ‘ DDL ‘ sC ‘ MC ’ F ‘Pr>F
Modéle 9 14,6000 1,6222 3,3107 0,4040
Erreur 1 0,4900 0,4900

Total corrigé 10 15,0900




Annexe

(S) dosage 0,85 0,9348

Tableau8: Analyse de la variance de I’intégeité membranaire obtenu a partir de strsse
hydrique appliqué aux dix variétés de blé dur.

Stressé :
Source ‘ DDL ‘sc: ‘ MC ‘ F ‘ Pr>F
Modéle 9 217297,7824 24144,1980 3,4477 0,3967
Erreur 1 7002,9003  7002,9003
Total
corrigé 10 224300,6827

S% 10 0 10 51,4933 419,4367 106,7630 110,7135

Tableau9: Analyse de la variance de chlorophylle (A+B) obtenu a partir de strsse

hydrique appliqué aux dix variétés de blé dur.

Stressé :

Source ‘ DDL ‘ sC ‘ MC ‘ F ‘ Pr>F
Modele 29  4802,4012 165,6000 0,3579 0,8946
Erreur 1 462,6801 462,6801
Total corrigé 30 5265,0813

A+B 30 0 30 7,2700 21,5100 12,7690 3,5895
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Reésumé :

Le blé dur est considéré comme une culture stratégique en Algérie. Toute fois,la
croissance de cette culture et I'amélioration de son rendement son limités par le manque d’eau
et la température irréguliere.

Notre étude s'intégre dans le cadre d'une recherche multidisciplinaire qui vise le
comportement de dix génotypes de blé dur a été étudié sous serre: Vitron, GTA, Waha, Cirta,
Bidi,Wahbi, OTB4, Terl-3, F4 , Bousselem ,sous 1’effet du stress hydrique.

Dans la phase montaison on a effectuer plusieur mesure:le dosage des  anthocyanes et
dosage de la glycine bétainele, taux de chlorophylle, en utilisants le sectrophptométre,et
I’intégrité membranair par le conductivitémétre.

nos résultats montrent que la tolérance du blé dur aux contraints hydrique en fait
pleusieurs mécanismes de protection déployés par les plantes proportionnelles a la gravité du
stress;et cela est par les variétés En outre , il s’est résulte que les dix variétées suivent les
mémes strategies du résistance aux différent contrainte abiotique et les variétées les plus
toléronetes B17,Cirta et F4/3.
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