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Résumé :

Le blé dur est considéré comme une culture stiiiégen Algérie caractérisée par un
climat arides et semi-arides. Toute fois, la clanig® de cette culture et I'amélioration de son
rendement son limités par le manque d’eau, la teaty® élevée et la salinité des sols ainsi
gue des eaux d'irrigation.

La compréhension des mécanismes moléculaires d@eamge au stress chez le blé,
demeure primordiale afin de pallier aux effets at&fa du stress, les stratégies adaptatives
mises en place par cette céréale induisent des fioaiitins dans les programmes
transcriptionnels d’'un assortiment de génes coadtis la synthese de protéines dite
protéines de stress par la technique d’électrogleds®S-PAGE.

L’études actuelles s’est fixée comme objectif, @aliser une étude comparative du
comportement de deux variétés de blé duriticum durum Desf qui sont Waha et
Bousselem, en réponse a un stress sévere pergtnit4en ajoutant 200mM de Nacl pour
un stress salin, 20% de PEG pour le stress hydrejuene température de 45° pour un stress
thermique ces dernies sont appliqués au stade fieailes début de l'apparition de la
quatrieme feuille, cette comparaison est établisiagau physiologique et biochimique, en se
focalisant sur le profil d’expression des geneség@nse au stress.

Les résultats obtenus ont montrés que les traesstappliqués causent des changements
dans les différents parametres étudiés chez lesginotypes, la sensibilité des deux variétés
a été observée d’'une maniére variable d’un génaiyfmitre. En outre, il s'est résulté que les
deux variétés mettent en place les mémes mécansmnesepondre au stress appliqués.

Mots clés :Blé dur, stress abiotique, PEG, NaCl, protéinestuiss, SDS-PAGE




Summary:

Durum wheat is considered as a strategic cultuddgeria, characterized by an arid and
semi-arid climate. However, the growth of this awmtand the improvement of its
performance are limited by water scarcity, highgenature and soil salinity as well as
irrigation water.

The understanding of the molecular mechanismslefance in the stress to the wheat,
remains essential in order to mitigate the fatida$ of the stress, the adaptive strategies
placed by this cereal induce changes in the traiosat programs Of an assortment of genes
leading to the synthesis of proteins called prateihstress by the technique of
electrophoresis SDS-PAGE.

Current studies set as goal, to realize a comparatudy of the behavior of two varieties
of durum wheatTriticum durumbDesf) which are Waha and Bousselem, in answar to
severe stress during 4 hours, while adding 200mMaaf for a salinity stress, 20 % of PEG
for the hydric stress, and a temperature of 45 afinermal stress, these letters are applied in
the 3rd stage leaf at the beginning of the appearahthe fourth leaf, this comparison is
established at the physiological and biochemicadl|eby focusing on the profile of
expression of the genes of answer to the stress.

The obtained results showed that three appliedstrause changes in the various
parameters studied to both genotypes, the semgibilboth varieties was observed in a
variable way from a genotype to another. Besidegas resulted that both varieties set up the

same mechanisms to answer to the stress applied.

Keywords: Durum wheat, Abiotic stress, PEG, NaCl, Stressgimst SDS-PAGE
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JIntneduction génénale

La majeure partie de l'alimentation est fournie fe aliments en grain, dont 96% sont
produit par les cultures céréalieres tels quede lrge, le riz, et le mais ...etc. Les céréales
constituent l'alimentation de base dans beaucoygagle en développement, particulierement

dans les pays maghrébins, parmi ces céréales thubftriticum durum desf)

En effet, le blé dur occupe une place tres priviégn fournissant plus de 60% de I'apport
caloriqgue et 15 a 20% de I'apport protéique, Sohodéhé principal c’est I'alimentation
humaine (fabrication des semoules, couscous, phipates), le reste est utilisé pour
l'alimentation animale (bétail) et I'industrie (atoin) (Zegrari ,2014).

La production des céréales en Algérie, avec lelblécomme la premiére céréale cultivée
et la plus ancienne, demeure le pivot de l'agticaltc’'est une filiere stratégique et représente
un poids considérable dans I'économie agricolera@mon de leur valeur nutritive pour les

différentes couches de la population quel quelsoitniveau de vie.

Avant les années 1830 I'Algérie, exporte son bléraunde entier, actuellement durant les
dix dernieres années, a sept reprises, la produetmuelle de cette céréale demeure tres
insuffisante pour satisfaire la demande en constangmentation de ce produit de large
consommation ,pour cela I'Algérie importe massivetrson blé et se trouve dépendantes du
marché international pour couvrir une partie de Isesoins, cette situation risque de se
prolonger a plusieurs années, faute de rendemesisfisants et une forte évolution

démographique.

Cette faiblesse de la production de blé en Algésiesouvent expliquée par linfluence
des mauvaises conditions climatiques associéésnneent a la sécheresse, la température et
la salinisation des sols qui se fait ressentir dmigre tres importante depuis la derniére
décennie. En réalité, cette culture étant déperdagaucoup plus de son environnement, ces
conditions climatiques représentent les principaecteurs limitant la croissance des plantes
ainsi que la productivité des cultures céréaligrasune perte partiel ou totale, du moment
gue 60% de la superficie réservée aux céréalesitae dans les zones arides et semi-arides
qui se caractérisent par une forte irrégularité plégipitations et de fortes températures sur
une grande partie de 'année ainsi qu’'une terréesd®lusieurs études ont montré que, face a

un stress abiotique, les plantes étant un organisemsile, adoptent des stratégies




JIntneduction génénale

d’acclimatation et de tolérance qui différent eandtion de I'espéce et des conditions du
milieu et qui font intervenir une large combinaiset de modification des facteurs
morphologiques, physiologique, biochimique et moléce. Ces modifications sont régies
par tout un assortiment de genes, dont I'expreseisnlte en des changements dans les
programmes transrationnels, conduisant a I'expsassi la synthése de nouvelles protéines
(Bhargava et Sawant, 2013).Afin de réguler la camse, le développement et la physiologie

de la plante ainsi que leur rendement.

La connaissance et la compréhension de ces méamistameure d'une grande
importance, en ce qui concerne la recherche fondiiee mais aussi en tant que voie
d’amélioration des plantes. Effectivement, ils ¢danent une perspective intéressante pour les
améliorateurs, généticiens et biotechnologues @in2016), pour contribuer a la gestion de
impact du changement climatique, et sur le plaatigue pour le développement d’especes
agricoles tolérantes a la sécheresse (Bousbaa).2012

La plupart des travaux de recherche effectuésesbté dur ont eu durant de nombreuses
années pour objectif principal 'augmentation deptaductivité .Ces dernieres années, un
intérét plus croissant a été porté sur les étgdesoncernent 'amélioration génétique de la

tolérance aux différents stress abiotique chetdle b

Cette amélioration exige I'analyse de la plantdasm que systéme, dans son intégralité
pour mieux comprendre la fonction biologique et il@gractions des génes exprimés dans
certaines conditions de stress. Il est donc crutiéiudier et d’analyser intensivement la
variation d’expression sous l'effet de différestsess chez différents génotypes, cela
permettrait de mettre en évidence des génes opradésines candidates, dont la variation
d’expression pourrait étre la cause des variatEnotypiques entre génotypes analysés. Ces

candidats peuvent ensuite étre utilisés dans ugrgmame d’amélioration (Hamla 2016).

Dans ce contexte I'objectif de ce présent ftas@nsiste & analyser le comportement de
deux variétés de blé dur soumises a un stressdugjrihermique et salin au stade trois
feuilles tout en effectuant une étude comparatevguklques mécanismes de tolérance relatifs

aux effets de ces contraintes abiotiques.
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Ce mémoire est structuré en trois grands chapitres

‘1Le chapitre |: Représente une synthése bibliographique qui se bagr le role des
protéines et I'expression de géene en conditiontdess abiotique ainsi que les mécanismes
morphologique, physiologique et biochimique dertbée face a ces contraintes et enfin des

généralités sur le blé dur.

1 Le chapitre Il : englobe la description du matériel végétal, deslitmns de culture et les

parameétres d’analyse étudiés pour exploiter cairav

1 Le chapitre Il : fait 'objet de traitement et de présentatios dé&sultats obtenus dans ce

travail ainsi que leur discussion.

Le mémoire est achevé, par une conclusion et depgdives, suivies de la liste de

références bibliographiques et I'annexe.
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1) Expression des protéines sous conditions de stress/ironnemental :

La nature immobile des plantes les a obligés aldpper principalement des mécanismes
moléculaires. L'analyse des gels d’électrophoresestre que le stress hydrique induit la
synthese d’'un un assortiment de genes pouvanteg&pemé, les produits de ces genes,
exercent des fonctions dans la réponse et la taérales plantes au stress au niveau
cellulaire. Effectivement, selon des analysessiague (Yamaguchi et Shinozaki, 2007) ont
réparti les produits des génes induits en conditamstress en deux groupes : une partie des
protéines induites ont une fonction directe damasigmentation de la tolérance au stress
(protéines fonctionnelles), d’autres ont une famctans la chaine de transduction (protéines
régulatrices) qui aboutiront a la production det@ires fonctionnelles.

La plupart des protéines a fonction directe sost danaux a eau (aquaporines), les
protéines LEA (déhydrines), et des enzymes catalyda biosynthese d’osmolytes
(carbohydrates et acides aminés), tandis que tgipes régulatrices incluent les protéines
kinases, phosphatases, les enzymes impliguésdaelarétabolisme des phospholipides...

Les protéines de stress jouent un rdle primordiakd’adaptation de la plante, et de ce
fait, de nombreux chercheurs abordent la résistanctress par l'isolement et I'étude de ces
molécules (Kara et Zerguine, 2016).

1.1 Les heat shock proteins (HSP):

Pendant stress thermique, de nombreuses protéinbgssaent des modifications
structurales et des changements fonctionnels.tIpas conséquent trés important, pour la
survie de la cellule soumise a un stress, de nraintes protéines dans une conformation
fonctionnelle, d’éviter I'agrégation de protéinéndturées et d’éliminer les polypeptides non
fonctionnels et potentiellement dangereux, L'un aesanismes cellulaires de défense contre
cette atteinte a I'intégrité des protéines existegffet, la cellule réagit aux stress en activant
'expression de protéines spécialisées connueslsasn de protéines de choc thermique, ou
protéines de stress (les Hsp : heat shock proteles protéines assurent une protection lors
d’un second stress et induisent ainsi une tolérangeagressions qui suivent.

La synthése et lI'accumulation de ces protéinestmsssest initialement découvertes
lorsque les plantes subissent une augmentationugitadle température plus typique de celle
expérimentée dans un environnement naturel etngotie quel stade du développement,
néanmoins, on les trouve également surexprimées der I'exposition des plants a la
sécheresse, ou a des fortes teneurs en sel, (8/ah@004 In Abdi et Zitouni, 2014).

Il est possible d’'identifier les protéines du sreslon deux groupes :
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* Les HSP inductibles :

L'analyse électro-phorétique des protéines syrsbeti apres un saut de température,
identifie de nombreuses protéines induites. Pouvétre typiqguement classées selon leurs
poids moléculaire a savoir. : Hsp60b, Hsp70 (DndK$, Hsp90, les Hspl100 (Clp) et les
protéines a faible poids moléculaire sHsp (smalPH&ow Molecular Weight HSP: LMW
HSP) dont la taille varie de 10 a 40 kDa. Les propos des trois classes different au sein des
especes (Wirth etl, 2002).

Les Hsp70 vont empécher la formation d’agrégat$épyoes et permettent aux protéines
de se replier pour adopter une conformation actisles sont aussi impliguées dans les
transports protéiques, la transduction du signal’ativation de la transcription Une
hypothése est que la HSP70 empéche la dénatupatitéinique pendant le stress.

Les Hsp60 dont le rble essentiel est de faciliter repliement protéique, sont
essentiellement chloroplastiques et mitochondrjate&&me si certaines formes se retrouvent
dans le cytoplasme.

En plus du réle de contréle du repliement, les Isg® distinguent en intervenant dans les
réseaux de transduction du signal, le contréleydieccellulaire, la dégradation des protéines
et la destination des protéines.

Les LMW HSPs peuvent jouer un role structurel pmanserver l'intégrité de la membrane
cellulaire pendant le stress. D'autres HSPs ontagtéciées a des organelles particulieres
telles que les chloroplastes, les ribosomes ehieschondries.

= Les HSP constitutives (chaperonnent) :

Ce type de groupe représentent les homologuesittiisides Hsp agissent dans la cellule
non stresseeNotamment, La protéine Hsp70 qui appartient a weille dont certains
membres, telle Hsc70, sont constitutivement exsieEnon induits par le stress. Ces Hsp
constitutives sont impliquées dans I'homéostasitulege et agissent également comme
chaperons de reconformation protéique.

Le transport dans la mitochondrie fait intervenir homologue constitutif de Hsp70
(Hsc70) qui a pour but de déplier et de rendreaiies les polypeptides en question afin gu'ils
puissent pénétrer dans cet organite D’un point uke physicochimique, Hsp70 et Hsc70
agissent de maniéere identique (Wirtlagt2003).

La protéine Hsp90 est, quant a elle, caractérisgéanp niveau d’expression €élevé dans la
cellule non stressée, En effet, Hsp90 est impligdées le transport cytoplasmique de
précurseurs protéiques ou de récepteurs hormonagk que dans certains aspects de la

transduction des signaux.
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Les chaperonines Hsp60 et HsplO sont égalementtéasges par un niveau élevé
d’expression dans la cellule non stressée. Loeaiskans la mitochondrie sous forme d’'un
complexe, ces protéines sont impliquées dans lespat des protéines mitochondriales
codées par le noyau et synthétisées dans le cgtopla

La protéine Hsp27 et d’autres membres de la fardée Hsp de bas poids moléculaire ont
la particularité d’étre exprimés (en l'absence tiess) au cours du développement des
organismes, ainsi qu’'au cours des événements medzecdifférenciation cellulaire. Ces Hsp
participeraient a la protection des organismes @eldppement contre un hypothétique
stress, et semblent nécessaires a la protectitanad#iule contre une mort apoptotique.

Ce type de réponse a été décrit chez de nombrespeses appartenant a divers groupes
taxonomiques importants : soja, mais, riz, bléuétes céréales Ainsi, la réponse des protéines
de choc thermique peut étre considérée comme umamséce universel de défense contre

toute forme d’agression.

1.2 Les aquaporine AQP :

Les plantes se doivent de maintenir leur statutrigyd, tout au long de leur
développement, méme lorsque les conditions envenmremtales sont séveres.

L'un des symptomes les plus fréquents et précasexi@s a ces conditions stressantes, est
la perturbation de I'noméostasie d'eau, ce demsérrégulée par un groupe de protéines
appelées « aquaporines » (Srivastawa g2016)

Les AQP constituent une petite famille de protéirfesmant des canaux spécifiques,
situés sur les membranes plasmiques ou vamlaermettant initialement le transport de
'eau, Leur réle dans divers processus physiolaggga fasciné les scientifiques de plantes
depuis plus d'une décennie, en particulier en ceancerne les contraintes abiotiques.

Par le fait que les AQP sont principalement impdsjdans le maintien de I’homéostasie de
'eau cellulaire, facilitant ainsi I'équilibre osrique par le transfert bidirectionnel de I'eau a
travers les membranes,elles permettent égalemant régulation du transport de l'eau
entre différents types de cellules et orgaaéna d’optimiser son utilisation pendant le
stress.

De plus en plus d’exemples de preuves dans div@iseses cultivées indiquent que les
AQP sont responsables de la régulation précise duvement de I'eau et par conséquent
jouent un role crucial dans la tolérance a la s&adse Ces protéines membranaires peuvent
non seulement réguler la conductivité hydrauliquejs aussi augmenter de 10 a 20 fois la
perméabilité a I'eau des membranes. En dehorsalg les AQP sont également connus pour
le transport de petits solutés neutres (uedide borique) ou de gaz (ammonium, dioxyde

de carbone).
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Les AQP appartiennent a une large famille des pre$éintra-membranaires les MIPs
(Major Intrinsec Proteins) (Santos et Mazzaferal3)0 Chez les végeétaux, elles ont été
identifiées dans le tonoplaste, dans la membraasnptjue mais aussi dans des nodules
fixateurs d’azote et dans le réticulum endoplasmidtn se basant sur leur homologie de
séquence, elles peuvent étre divisées errequtdsses (Almeida-Rodriguez @t 2010).

Les deux plus importantes sont : les PIPs pownfigue Intrinsec Proteins et les TIPs
pour Tonoplast Intrinsec Proteins ; La 3emass® comporte les NIPs, Noduline26-Like
Intrinsec Proteins, et la 4éme classe comprendligs, Small Intrinsec Proteins. (Srivastava
etal ,2016) leur poids moléculaire peut aller 25 jussd KDA

Plus intéressant encore, les aquaporines peuwnTvenir dans la réponse des plantes
a divers stress biotiques, en effet, les stimirennementaux incluant, la sécheresse et la
salinité, peuvent réguler I'expression des PIPdest TIPs au niveau des transcrits ,Mais
aussi au niveau protéique. Toutefois, la modulatied’expression des genes AQPen réponse
a divers stress de déshydratation, appuie leundatmn présumée dans la tolérance au stress
hydrique et salin.

Il existe un besoin important d'explorer le poteintl’ AQP par la compréhension des
mécanismes moléculaires et les voies par lesquidlésduisent la tolérance a la sécheresse.
Certains auteurs ont montré que la répression desgeodant pour des AQP est associée a
une diminution de la perméabilité a lI'eau des mamds et contribuerait a la conservation
cellulaire de I'eau pendant des périodes de cadraiydrique et en 1997,Yamada et certains
auteurs ont indiqué que des genes codant pourAdgBsont exprimés pendant le stress

hydrique et contribuent a une augmentationfldy de I'eau (Benkhelef ,2016).

1.3 Les Dehydrines (DHN) :

Sont des protéines LEA D11 du groupe Il (un sowsige des protéines LEA) qui sont les
plus étudiées au cours d’'un déficit hydrique. Cestgines sont qualifiees de LEA « Late
Embriogenesis-Abundant » en raison de leurs déctas/adans les graines des plantes
matures (Rukey, 2010) mais aussi elles sont fomémeprimées dans les tissus des plantes
en réponse a des facteurs de stress environnemestadss hydrique (déshydratation),
thermique et salin (Wong, 2009es protéines sont découvertes initialement dangrianes
de Cotton et du blé a la fin de I'embryogenéesdles sont produites en abondance au cours
du développement des graines, comprenant jusqu'de$dprotéines cellulaires (Bhardwaj et
al, 2013).

Les LEA sont des protéines en majorité tngrdphiles qui semblent impliquées dans la

protection des structures cellulaires (Rukey, 2016 qui les rendent des protéines
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potentiellement trés importantes dans la vie désles. Ces protéines constituent une famille
multigénique dont la majeure partie des protéimes sytosoliques et hydrophyles.

Il s’agit d’'une protéines ubiquitaires: ons leetrouves dans tous les plantes et
principalement chez les cultures annuelles telslgsieéréales et son présents généralement
dans de nombreux compartiments cellulaires conemadyau, le cytoplasme, le réticulum
endoplasmique et elles ont été récemment décosvede niveau de la mitochondrie.et
chloroplastiques ces protéines peuvent protégeralgsees macromolécules ou structures
cellulaires aidant & maintenir l'intégrité des meames. Ces protéines sont thermostables
et maintiennent leur intégrité en solutioruagse, a une température allant jusqu’a 95°C,
ce qui pourrait étre di a la perte de structuneeig I'état natif (Allagulova eal, 2003).

Les dehydrines sont caractérisées par ume lgamme de masses moléculaires 9-200
KDa (Hamla, 2016), elles sont riches en glycindestrésidus de lysine, mais pauvres en
cystéine et le tryptophane (Allagulovaadt 2003) et de ce fait elles résistent a la dénatura
thermique et a la dénaturation acide. La partittéladte tous les dehydrines consiste au
partage trois domaines hautement conservés : lenesggk présent dans toutes les
déhydrines et qui est riches en lysine, du coétér@inal, (séquence hautement conservée),
ainsi que le segment Y et une chaine de sérindggoérou segment-S.

Les protéines DHNs présentent une grande divecsitéernant le nombre et I'ordre de
leur segment YSK ; la caractérisation biochimiquee ses différentes formes, permettra la
clarification de ces différences et la déteation de leur implication fonctionnelle.

Les LEA sont des protéines en majorité tredrdphiles qui semblent impliquées dans la
protection des structures cellulaires, ce qui e d@s protéines potentiellement trés
importantes dans la vie des cellules. Elles s@&st mombreuses et diverses et forment un trés
vaste ensemble de familles de protéines.

D’aprés (Close, 1996), les DHN sont les plusdargnt étudiées et plusieurs fonctions
putatives en réponse a un stress hydrique ontrégogees, telles que la stabilisation des

structures membranaires de la cellule, ou la régul@u potentiel osmotique cellulaire.

2) Accumulation des osmolytes face aux stress abiotigu

Afin de se protéger contre un stress osmotique a@mitons stressantes, les plantes
synthétisent en grande quantité des solutés coboigstill s’agit de molécules hautement
solubles, de faible poids moléculaire et non togjqis sont sans charge et tendent a étre
neutres au pH physiologique, (Farooqagt 2009).

lls s’accumulent majoritairement dans le cytoplashe’interférent en aucune mesure

avec le métabolisme normal de la plante,Leur ppadaible étant, de préserver la turgescence




Chapitre | : Revue bibliographique

des cellules, en maintenant une osmolarité intidleegle égale a 'osmolarité extracellulaire,
evitant ainsi un efflux (allant du dedans versdéats) d’eau de la cellule.

Etant donné que l'augmentation du potentiel osmetigpeut s’accompagner d’'une
accumulation d’ions, les osmolytes vont alors assua stabilisation des protéines, la
prévention de lintégrité membranaire ainsi d@émination des radicaux libres, tout en
evitant la déshydratation cellulaire (Tuteja, 2006 cite parmi eux :

2.1 Le mannitol :

Le Mannitol est la forme réduite du mannose. Ceesatcool se retrouve trés largement
distribué chez les plantes. Son accumulation estest mise en évidence lors de stress salins.
Cette accumulation entraine la diminution du pegéémdsmotique dans le cytoplasme, il
s’ensuit d’'une augmentation de I'habileté de cenigera retenir 'eau et par conséquent
atténuer I'effet de sécheresse physiologique qusecke stress (Ykhlef, 2011)

2.2. Sucres et dérivés :

Si les sucres sont les éléments carbonés primaymrehetisés et exportés dans toute la
plante lors de la photosynthése, ils ont égalememble non énergétique d’'osmorégulateur et
d’osmoprotectant .En effet Ces osmoticums pasitigeux aussi au maintien de la balance
de la force osmotique, pour garder la turgescenceniveau des feuilles de blé en
conditions de stress (Najdjm., 2008).

L’accumulation de sucres tels que saccharose,tiéhalose, les hexoses et les
oligosaccharides de la famille du raffinoses et plglyols, est obtenue le plus souvent, par
une hydrolyse accrue de I'amidon (Plessis., 20@8ppttant aux plantes une préservation de
lintégrité membranaire et, en enveloppant pgetéines, ils protegent ces derniéres de la
perte de leur conformation.

2.3. La proline :

La proline est certainement I'un des osmolygeplus répandu, en effet 'accumulation
de la proline constitue un mécanisme de toléraneesécheresse (Bensalemadt 2005),
elle semble jouer un réle particulierement impart&m lui attribue un réle d’osmoticum au
niveau cytosolique et vacuolaire, mais aussi, réle dans la régulation du potentiel
redox. (Bousba eal, 2009) En plus, de protéger les membranes etriegnees contre les
perturbations conformationelles causées par les, ioris I'origine de la proline accumulée
sous stress, reste pas totalement éclaircie.

2.4. La glycine bétaine :

La glycine bétaine, est une petite molécuteatdoluble impliquée dans I'osmoprotection.
Le terme bétaine est utilisé invariablement powsigiher les composés suivants: la glycine

bétaine, Ig-alanine bétaine et la hydroxyproline bétaine.sy@hese de la bétaine augmente
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considérablement lorsque l'organisme est exposées fdcteurs environnementaux qui
modifient les conditions internes des cellules. ©€esditions défavorables peuvent étre
créées par des stress tels que la chalesalitaté, la sécheresse ... (Neffar, 2013)

Les méthodes d’action de ces osmoprotecteurs rtgpasrencore toutes élucidées mais il est
évident que, jusqu’a un certain point, la bétaigeat comme un “capteur d’eau” qui
permettrait de stabiliser la conformatia@sd protéines, leur permettant ainsi d’étre
fonctionnelles lorsque les conditions sont préjiadiles (Vinocur et Altman, 2005).

Par ailleurs, la régulation des réponsessaiess abiotiques peut aussi se faire par I'acide
abscissique (ABA), l'acide jasmonique, éthylénecédcium ou autres. En effet, plusieurs
genes induits par les stress sont régulés par I'ABAdernier joue un rdle important dans la
fermeture des stomates et I'induction de I'exprassies genes (Dubos, 2001).

La plante, comme tout organisme vivant, iefiluencée durant toute sa vie par les
conditions climatiques et édaphiques du milieu. €esditions vont lui assurer soit un
environnement favorable a la croissance et au dgpement, soit la soumettre a des facteurs

de stress.

3) Lutilisation des génes de tolérance au stress albigue par les
approches biotechnologique chez le blé :

Pour la tolérance aux stress abiotiques ainsipgue ses qualités semouliere en intégrant
différents outils (marquage moléculaire du génomeléaire, outils morpho-physiologiques
et biotechnologiques), en visant une utilisatiamspgfficace des ressources génétiques du blé
dur et des especes apparentées. La mise en cewsagomyramme est sur le point d’aboutir a
I'établissement de cartes de marqueurs moléculgiredoivent permettre de localiser les loti
contrblant la qualité du grain ainsi que la tol&eadu blé aux principaux stress abiotiques, ce
qui devrait considérablement améliorer I'efficacdé la sélection de cette céréale, trés
importante du point vue alimentaire pour tous lagspdu pourtour méditerranéen.

L'emploi de ces techniques de biotechnologéggtales s'est avéreé efficace pour faire des
progres dans la compréhension des mécanismesentaris dans la tolérance aux stress
(Benderradji, 2013). L’identification de génes uitd en condition de stress, constitue une
approche trés prometteuse en amélioration des gslaEin effet, lI'isolement de génes
candidats et leur caractérisation devrait permettteurt terme leur transfert a d’autres fonds
géneétiques plus performants et qui sont genéralephes sensibles aux stress abiotiques.

De nombreux sélectionneurs de céréales vidatdgration des nombreuses techniques
de biologie moléculaire et de biotechnologiesjetiippées au cours des derniéres années,
dans les schémas traditionnels de production enéliaration génétique du blé. Ces

10
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biotechnologies ont élargi I'éventaill des posgsdsli dintégration qui s'offrent au
phytogénéticien tout en modifiant les méthodologide croisements, de sélection,
d'évaluation et de mise en marché de semences ocaéedli Essentiellement les
biotechnologies particuliéres aux céréales chetcheanrichir la diversité génétique et a
produire des lignées fixees :

3.1 Marqueurs moléculaires :

L'utilisation des marqueurs moléculaires cené la sélection classique. Elle identifie et
étiquette les génes d’intéréts. Elle améliore latige et la manipulation de la variabilité
géneétique pour construire des génotypes cumulangelees favorables. Grace aux marqueurs
nucléaires, il devient, en effet possible, d’'unet,pde mieux lire le génotype a travers le
phénotype, et d’autre part, de contrbler les reéoaibons entre locus en cause (Bartels et
Sunkar, 2005). Ceci est d’'autant plus intéressaptlgs marqueurs morphologiques car ils
sont relativement peu influencés par la fluctuatienvironnementale, lls sont aussi
indépendants de I'organe mesuré ou analysé du deadéveloppement du sujet concerné.

La sélection assistée par des marqueurs (SAM) diewe plus en plus un complément
nécessaire aux schémas de sélection classiquelaeatién des céréales (Hospital, 2001).
Cette technique a été utilisée de maniere avansaggans I'amélioration de la résistance aux
maladies et aux insectes.

Les marqueurs sont, en effet, considérés commeatasteres liés au caractere principal a
sélectionner. (Paterson a&f, 1991), montrent I‘'existence de QTL (Quantitativeai’s Loci)
spécifiques pour I'adaptation a certains milieuauiPobtenir donc, des variétés stables, il faut
accumuler dans un méme fond génétique, le maxineiQTL d’adaptation. La SAM devrait
permettre de construire plus rapidement et avex gidusécurité de tels génotypes.

3.2 Génie génétique :

L'introduction directe d'un petit nombre de gepar génie génétique offre une alternative
agréable et une approche rapide pour I'améliorateta tolérance aux stress abiotiques. La
stratégie basée sur le génie génétique repose sankfert d'un ou plusieurs genes qui codent
soit pour un processus biochimique soit comme teateurs de la voie des signaux de
transcriptions (Yang eal, 2001). Les produits résultants de l'action des géngoduits
apportent une certaine protection, directe ou eudi@, vis a vis des stress abiotiques.

Dans ce contexte les génes codant pour lesHrmataryogenesis Protein AbundahiEA),
qui s'accumulent au cours de la dessiccation din gtadans les tissus végétaux, lorsque la
plante expérience le déficit hydrique, ont émeggemment comme des candidats attractifs

pour la génomique de la tolérance au stress.

11
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3.4 L'haplodiploidisation :

L’haplodiploidisation offre I'avantage de faigli et de simplifier la sélection et certaines
analyses en génétigue quantitative. Elle constitueutil efficace, en marquage moléculaire,
car les performances agronomiques de ces lignédsdialoides sont plus faciles a évaluer a
cause de leur stabilité génétique. Ces techniquéseptent I'avantage de bien se préter a
I'évaluation au niveau cellulaire de la résistaickvers stress abiotiques.

Des résultats originaux ont été obtenus jusqu’agmépar ces approches. lls ont pu mettre
en évidence une panoplie de génes régulés au dawsess abiotique, selon une séquence
précise d’évenements (Bousnane, 2012).de la ségusscgenes, ont pu déduire la séquence
des protéines correspondantes. Des fonctions o@treisuggérees,

Certaines protéines correspondent a des :

Protéines de défense ou de stress ; de type «giseaPr -Pathogenesis related- ».
Protéines a réle physiologique inconnu jusqu’a gmés mais qui pourraient intervenir par
leur état d’hydrophobicité « dehydrines, protéihE#, PRP-Prolin rich proteins»

Proteines métaboliques « choline oxydase ».

4) Les stress abiotiques et leurs effets sur la plante

Sous les conditions de production des principaleseg céréalieres algériennes,
notamment celles des hauts plateaux, la plante @sis souvent soumise a une série de
contraintes de nature abiotique. Les plus ingobes de ces contraintes , suite aux roles
majeurs qu’elles jouent dans les fonctionemsslles de la plante, sont la variation de la
précipitation, de la température , de 'lhumiditésily et de la salinité, ces stress se traduisent
chez les plantes par des changements morphologigbgsiologiques et moléculaires qui
affectent leur mode de vie.

4.1 Notion de stress

Le terme « stress » défini I'ensemble des peatimhs biologiques provoquées par une
agression quelconque sur un organisme. C’est ulgepsos qui induit une contrainte
potentiellement néfaste sur un organisme vivant.

En revanche ce terme lorsqu’il est utilisé en lg@ovégétale, a des connotations
particulieres, il représente le (s) facteurs(s)poesable(s) des perturbations, et des
changements, plus ou moins brusque par rapportanditions normales de la plante subies
au cour de son développement (Bouchoukh, 2010).

En effet, le stress signifie la déviation dansédealoppement et les fonctions normaux de
la physiologie des plantes, il est percu au nivalulaire puis transmis a la plante entiere. Le

changement dans [I'expression des genes qui s’enwoilifie la croissance et le
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développement, et influence les capacités reprodisctde la plante, Causant ainsi des
dommages aux plantes. (Benkoli et Bouzeghaia, 2016)

La plante accomplie le retour a la stabilisationle=t réactions de répartition par un
réajustement d'états adaptés et le maintien dedgraouvoirs de résistance, qui font tous
appel a une énergie additionnelle et métabolite

4.2. Stress abiotique

Les facteurs abiotiques sont ceux liés a I'actiomdn-vivant sur le vivant ils sont di
principalement a des facteurs environnementauxzdleet Meziani, 2015), susceptibles de
déclencher des modifications dommageables, proviiqaiasi chez une espece végétale une
augmentation du taux de mortalité de la population.

En effet les plantes se trouvent rarement dans aeslitions environnementales
optimales, elles se trouvent souvent dans des tionsliextrémes qui aménent les organismes
a la limite de la survie.

Un stress peut I'étre pour une plante sans I'éwe pine autre. Des facteurs comme I'age
sont importants et avec le réchauffement cliqustj la pression exercée par certains
stress augmentera tres certainement.

4.3 Stress hydrique

La notion de stress hydrique ou sécheresse rersiecalité le plus souvent a de
nombreuses définitions :

¢ En météorologique, la sécheresse est une absemdengie, voire une faible
distribution, des précipitations, en relation auee valeur dite normale.

¢ En hydrologie, on parle de sécheresse des lorsl'§aleelle régionale la hauteur des
pluies est inférieure a la moyenne saisonniereguiese traduit par un approvisionnement
insuffisant des cours d'eau et des réserves digamuficielles ou souterraines.

¢ En agriculture, Le stress hydrique peut se défioinme le rapport entre la quantité
d’eau nécessaire a la croissance de la plante gudatité d'eau disponible dans son
environnement, (Mouellef, 2010), La demande endsala plante est quant a elle déterminée
par le niveau de transpiration ou évapotranspmatio

En effet, on assiste a un stress hydrique lortgdemande en eau dépasse la quantité
disponible pendant une certaine période deesésbe (Kara et Zerguine, 2016), ou la
plante est placée dans un environnement qui ameeaae la quantité d'eau transpirée par la
plante soit supérieure a la quantité qu'elle alesorb

L'installation d'une sécheresse se manifesw fa combinaison d'une part, de la
restriction de la disponibilité en eau du sol éutre part, de 'augmentation de la demande

évaporatrice.
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Le manque deau, déficit hydrique ou la séebse représente le stress abiotique le plus
sévere, auquel la culture du blé dur fait face dassconditions de productions des zones
arides et semi- arides (Chennafagt2006).

4.4 Stress salin

La salinité est définie selon plusieurs cherchezxomme étant la présence processus
pédologique selon lequel le sol s’enrichit anormmedet en sels solubles acquérant ainsi un
caractére salin, C’est un facteur environnemenéal important qui limite la croissance et la
productivité. La salinité élevée des sols due d@sdkrment au chlorure de sodium affecte le
tiers des terres a I'échelle mondiale et constitnefacteur limitant prépondérant de la
production végétale.

La salinité se rencontre en de nombreuses zoneesaet semi arides du bassin
méditerranéen (Drevon at, 2001). En Algérie les facteurs qui contribuenteatension du
phénoméne de salinisation des terres sont li#addité du climat qui porte sur plus de 95%
du territoire, la qualité médiocre des eaux d’mtign, le systéme de drainage souvent
inexistant ou non fonctionnel et la conduite entpie des irrigations, Le fort ensoleillement
et la faible pluviométrie font accumuler les selssdus en surface. Ces accumulations
transforment profondément les propriétés physiquhienique du sol avec pour conséquence
principale un milieu qui devient non productif vatérile, Le sol est alors colonisé d’'une
maniere plus au moins dense par des peiplememisies halophytes.

4.5 Stress thermique

Pour effectuer sa croissance et son développemieague plante exige une gamme bien
particuliere de températures. Chaque plante posseeléempérature optimale de croissance
et de développement, Lorsque la température awosgrlimites, la croissance diminue et au-
dela, elle s’annule (Haichour, 2009).

Le stress thermique est souvent défini quand pdeatures sont assez hautes ou basses
pendant un temps suffisant pour qu'elles endommag&versiblement la fonction ou le
développement des plantes. Elles peuvent étre emdgées de difféerentes manieres, soit par
des températures basses ou élevées de jour ouitdgparul’air chaud ou froid ou par les
températures élevées du sol. La contrainte themem&gi une fonction complexe qui varie
selon lintensité (degré de la température), laéeluet les taux d'augmentation ou de
diminution de la température. (Oukarroum, 2007)

On appelle températures critiques, les tempisatminima et maxima au-dessous et au-
dessus desquelles le végétal est tué. Elles str@mexment variables suivant les espéces et

selon le stade de végétation.
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5) Les effets des stress abiotiqgue sur le blé :

5.1 Effet du stress hydrique:

L’eau constitue le milieu interne des plant€Sest une véritable matrice vitale du
fonctionnement cellulaire, les différents organde la plante renferment entre 80 et 90 %
d’eau. Cette eau est nécessaire au fonctionnenera lante. L'eau d’'imbibition qui
s’évapore suite a la transpiration est renouveté@ermanence par I'eau absorbée par les
racines.

L’eau joue un réle primordial dans la photosynthdeetransport et I'accumulation des
éléments nutritifs ainsi que dans la division delhe et la régulation thermique, c’est
I'élément essentiel dans la croissance et le dppelment des plantes cultivées

En effet I'eau est indispensable aux plantes a tesi;iveaux. A I'échelle moléculaire,
'eau agit comme matrice pour toutes les réactiengymatiques au niveau de la phase
photochimique de la photosynthése, et apportehyeldibgene et de 'oxygene. A I'échelle de
la cellule, 'eau a un impact direct sur l'architee des organes et leur élongation. Enfin, a
'échelle de la plante, elle permet l'assatidn des solutés présents dans le sol et
leur migration vers les parties aériennes de latpla

Le stress hydrique est I'un des stress environn&ugries plus importants, affectant la
productivité agricole autour du monde, il occupecemtinuera d’occuper une trés grande
place dans les chroniques agro-économique. C’esprobléme sérieux dans beaucoup
d’environnements arides et semi-arides tel qu'egéAé, ou les précipitations changent
d’année en année et ou les plantes sont soumides périodes plus ou moins longues de
déficit hydrique (Mefti etl, 2000).

(Tardieu,2005) mentionne que le statut hydrigqle la plante passe progressivement
par trois principales phases, selon le d@psEment du stress hydrique. Au cours de la
phase initiale, la transpiration et I'assimilatiea déroulent comme si la plante dispose de
l'eau a volonté. Cette phase se poursuit jusgmamnent ou le niveau d’absorption racinaire
ne peut plus satisfaire la demande des feuillete fde I'épuisement des réserves utile du sol.
Apres ce seuil, la plante entre dans la secondseplaa cours de laquelle la transpiration et
I'assimilation sont réduites relativement a leutgmbiel. La plante réagit de facon dynamique
au cours de cette phase, pour rétablir I'équildree la demande et I'offre du sol, en faisant
intervenir des mécanismes qui lui sont propres Queudéficit hydrique devient plus intense,
alors la plante entre dans la troisiéme et dernignase au cours de laquelle la croissance

s’'arréte.
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Le manque d’eau ou déficit hydrique représentertss abiotique le plus sévere auquel la
culture du blé dur fait face (Chenaffiat 2006), il affecte plusieurs parametres au nivas&u
la plante, qui sont :

» La photosynthese :

Parmi les modifications physiologiques liéesi a@tress hydrique, la régulation
stomatique qui influe sur la photosynthese latrespiration, La baisse du potentiel
hydrique de la plante se traduit principaletngar une diminution de la pression de
turgescence (Benkolli et Bouzeghaia,2016) ensuiiae perte de fonctions vitales. Donc un
stress hydrique provoque la fermeture des stomedéstissant la photosynthése en méme
temps que la transpiration (Issad, 2013). Lahessse menace la capacité de la plante a
maintenir sa photosynthése (Hamla, 2016).

En cas de déficit hydrique, la plante pourra éiosée d’abord a une perte de turgescence.

» La croissance végeétative :
Un stress hydrique limite sérieusement la croissamhe la plante et sa reproduction par
rapport au potentiel du génotype. (Bouakaz, Hamelu®,2015).
On note principalement une diminution importande la taille, de la longueur des
entre nceuds, du nombre de feuilles voirelalesurface foliaire (Attia, 2007). Il affecte
en paralléle la croissance des racines et desepaérienne, ainsi que le développement des
feuilles et des organes reproducteurs (Neffar, 0d8nc un déficit hydrique contréle la
croissance végétative en réduisant la vigueur géalate. Les plantes soumises a un déficit
hydriqgue voient généralement leur sénescemaceé&érer; et une perte trop importante
d'eau par transpiration peut conduire a la mortcéiales (Bouchabke el, 2006 ).

= Lerendement et la composition du grain :

Le déficit hydrique est une contrainte abiotiquajeare de la production agricole, il
impact négativement sur le rendement de cultulz qalité des produits (Benkhellef, 2016)
Le déficit hydrique affecte significativemef#s composantes du rendement, en effet le
rendement en grains chez le blé dépend fortemenbthbre de grains par épi, du poids de
grains par épi et du nombre d'épis par m2, Le gallast I'un des principaux facteurs
déterminant le rendement en grains chez les cérédate carence hydrique précoce durant la
phase végétative réduit le nombre et la taille tddles chez le blé, apres la fécondation il
réduit la taille des organes et si il se poursaitdant la phase de remplissage, il affecte leur
composition. Et entraine une diminution du poidsl@80 graines par altération de la vitesse
et la durée de remplissage des grainsbou. (Boutlebal, 2010). Le déficit hydrique se
manifeste aussi par la production tres réduite @ubre de grains par €pi, du nombre d’épis

par plante, (Condon etl, 2004), et du nombre d’épis par unité de surfé@enhabdelhafid,
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2016) réduisant par conséquent le rendement écguendge la culture, qui peut baisser de
plus de 80%.
» Le métabolisme de la graine :

Les différents métabolismes sont inégalemeff¢écis par le déficit hydrique (le
meétabolisme carboné l'est davantage que l@hoksme azoté).

les concentrations relatives des differentsnposés sont modifiées : un manque
d'eau induit généralement une baisse des rermu amidon et en huile des graines, et
une augmentation des teneurs en protéines (Hirecioé)

Les effets physiques, chimiques et physiologgy du stress hydrique dépendent du
degré et du temps des conditions de sécheresstainm avec le stade de développement de
la plante (Bouakez et Hamadouche 2015), maisikgaes de manque d’eau vont devenir de
plus en plus fréquents et persistants, a l'avpair,suite des changements climatiques causés

par I'effet de serre .

5.2. Effets du stress salin :

La salinité constitue I'un des principauxess abiotiques limitant la croissance et le
développement de la plante cultivées (Abdellgle2008 ). Cette salinité peut étre naturelle
ou induite par les activités agricoles comme igation ou l'utilisation de certains types
d’engrais.

Par ailleurs, la salinité est un facteur environeetal tres important qui affecte: la
réduction du nombre des feuilles, la conductancka eésistance stomatique (Rejeb aét
1991), la synthése des protéines, le métabolisramgétique et la photosynthése. la présence
de NaCl dans le milieu de culture limite l'alimetda de la plante en cations majeurs,
tels que le potassium {Ket le calcium (Ca2 (Zid et Grignon, 1991).

La réduction de la chlorophylle est corrékeec I'accumulation du Ctlans les tissus.
De plus la salinité impose a la plante une rédaati® I'absorption des ions essentiels tels que
le K+ et Ca2+, conduisant a un déseéquilibre iomithu, 2001). Ca2+ est nécessaire pour
le maintien de la sélectivité et l'intégritle |la membrane cellulaire, d’ou un déficit en
Ca2+ affecte la sélectivité de la cellule et I'yri& de la membrane, accélérant le passage
passif des ions Na+ et leur accumulation dangdsad (Cramer, 2002).

Cependant Les effets nutritionnels de langalincluent les deux actions primaires du sel
sur les plantes: la toxicité directe due a I'acdatimn excessive des ions dans les tissus et un
déseéquilibre nutritionnel provoqué par I'exces eldains ions.

Les plantes produisent des espéeces réactivéexygene, nommeés ROS (radicaux

superoxide (O2-), peroxyde d’hydrogene (H202),aelicaux hydroxyle (OH) en réponse a
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un stress salin. Ceci cause d’importants dommages des lipides membranaires, des
protéines et acides nucléiques.

La genése de ROS dans une plante soumise auibaiotes salines a pour origine a un
dysfonctionnement des métabolismes photosynthégttespiratoire. Ainsi, une réduction de
la photosynthese suite a une fermeture des storoabeliit a une diminution de la teneur en
eau, réduisant les possibilités de piégeage dep@des systemes antioxydants couplés a la
photosynthese (Hsu et Kao, 2004).

D’autres auteurs, signalent que le stress safiour effet immédiat de limiter la croissance
en inhibant la croissance foliaire par des messdggmonaux partant des racines en
directions des feuilles. L’hormone impliquée esih@ablement I'acide abscissique. La salinité
provoque le plus souvent un retard dans le déveloept, D’'une maniére générale ; la
croissance en longueur, le diamétre des tiges gtolsseur des fruits diminuent d’une facon
importante avec 'augmentation de la salinité (Bmhiabia, 1993).

Une forte diminution de la disponibilité en e&iela nécessite un ajustement osmotique
adapté, afin que le potentiel hydrique cellulaireméure inférieur a celui du milieu
extracellulaire et a celui du sol. Ce phénoménarass'une part, la poursuite de I'absorption
de l'eau du sol, et d'autre part, la rétention @&l intracellulaire et le maintien de la
turgescence. Lorsque l'ajustement osmotique esiffisant, 'eau a tendance a quitter les
cellules, ce qui provoque un déficit hydrique epdate de la turgescence.

Sous les conditions salines il y'a un changendans le modéle d'expression des genes, et
des changements qualitatifs et quantitatifs dansytdhése des protéines. Plusieurs études
révelent que le chlorure de sodium diminue la Ss¢hdes protéines et augmente leur
hydrolyse chez les plantes cultivées telle quecté pois, le blé et le haricot. (Agastiahal,
2000) ont rapporté que les protéines solubles angmea des niveaux bas de salinité et
diminuent a des seuils élevés de concentratioimsesathez certaines plantes.

Le degré de sensibilité au stress salin déperssi adu stage végétatif au cours duquel
la plante subit le stress. Chez certainegeass, c’est le stage juvénile qui est le plus
sensible, alors que chez d’autres especes, €edhdle adulte qui est le plus sensible. Ainsi
par exemple l'orge, le blé, le sorgho, la betteraivie tournesol se montrent plus sensibles au
stade juvénile qu'au stade plante adulte (Munrad, &2006).

5.3. Effets du stress thermique :

Le stress thermique est I'un des stress abiotiquédimitent le développement de la
plante, en effet lors des trente dernieres anr@étsripérature de la terre a augmenté de 0.2°C
chaque décennie un réchauffement de 1.4 jusqu‘@ 8t prévu au cour du 21éme siecle.
(Braun etal, 2002).
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L’influence du stress des hautes températuresvastble en fonction du stade végétatif
de la plante et de linteraction avec d’'autresssireel que le stress hydrique. En effet, une
plante qui est exposée a une haute températureguiagsacces a suffisamment d’eau aura la
possibilité de maintenir ces stomates ouverte afia I'évaporation abaisse la température
des feuilles, Dans la nature, la combinaison de dé&ess reste une situation habituelle.

Les céréales sont fortement confrontées a ce stbesseffet Sur le semis se matérialise
par une réduction de la longueur de la coléoptilelu nombre de plantes levées par unité de
surface, dans ce cas la plante ne peut pas s’acmofondeur et devient trés sensible.

Les hautes températures sont parmi les facteuesvertant dans la limitation des
rendements. Effectivement, les organes florauxaetormation du fruit sont affectés. De
méme que la méiose et la phase de remplissagegiaiee sont particulierement sensibles a
I'élévation de la température. Le nombre de graias épi et le poids moyen du grain sont
fortement réduits. (Kara et Zerguine, 2016).

L'effet de cette haute température se manifeste pas une accélération de la sénescence
foliaire et I'arrét de la croissance du grain (Bamddji, 2013). Notamment une acceélération
du développement et une réduction des dimensiosm®m@nes constitutifs de la plante. Qui
en résulte un effet négatif sur la productivitéoglie de la plante.

(Ibrahim et Quick, 2001) montrent que I'effet pésaht de I'élévation de la température
est surtout dd au fait que la plante n'arrive padbsorber les éléments nutritifs et I'eau, et a
les utiliser, au rythme imposé par le stressntiguie.

En clair, beaucoup de cultures en régions tropscalent déja soumises au stress de
chaleur. Si les températures montent plus hautiéfaillance des cultures dans certaines

régions traditionnelles deviendrait de plus en plugrante.

6) Mécanismes d’adaptation du blé au stress abiotique

6.1 Mécanismes d’adaptation au stress hydrique chéz blé :

Le stress hydrique provoqué par un déficit eau constituant une menace permanent
pour la survie des plantes, néanmoins, beaud@mre elles produisent des modifications
morphologiques et physiologiques qui leurs permettie survivre dans les régions de faible
pluviosité et dont la teneur en eau des sols eséfevéee (Benderradji at, 2013).

L'adaptation est un mécanisme nécessaire fear variétés a adopter dans les
régions arides et semi- arides, (Ainaoui, Lafala@)) pour permettre le maintien de la
croissance, du développement et de la productibéraint ainsi la sécheresse.

D’autre part, la réponse de la plante aséaheresse dépend de I'espece, le génotype,

la durée et la sévérité de la perte d'eau (Boueketamadouche,2015).
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6.1.1 Adaptation phénologique « I'esquive / 'échggement» :

Pour éviter les périodes difficiles pour la croissaet le développement, certaines variétés
accomplissent leur cycle de développement avamgtéilation de stress hydrique, La plante
réalisera donc son cycle pendant la périoderéble (pluvieuse) en réduisant voire en
annulant les effets du stress hydrique qui se pradiucours d’une phase sensible

La précocité constitue de ce fait un important mésae d’esquive au stress hydrique de
fin de cycle(Mazouz ,2006), ce mécanisme consiste en un ensefhasteices dont se sert la
plante pour conserver le potentiel hydrique detsssis & un niveau assez élevé durant les
périodes de déficit hydrique afin d’éviter leur kigdratation, en effet les génotypes a
croissance rapide et a maturité précoce setiti mieux I'eau disponible et ils sont
MOoINS exposés aux stress environnementauxlapigénotypes tardifs.

La précocité chez les céréales en zones meéditemané est un mécanisme largement
exploité par le agriculteurs comme stratégie d'éatéign aux stress dans le contexte a faire
coincider les phases les plus sensibles avec lesdpé ou le stress est moins intense, La
précocité peut donc étre utilisée comme critersélection pour améliorer la production dans
les zones seches. C’est I'un des traits les plpsitants dans I'adaptation des plantes.

Pourtant il n'est pas sans présenter des inconvniélean-pierre etl,2006),De
nombreux travaux ont montrés I'existence d’uneréation positive entre la longueur du
cycle et le rendement potentiel. L'adoption d’'ue#et stratégie par l'utilisation de variétés
précoces entraine le sacrifice de productivité.

6.1.2 Adaptation morphologique « I'évitement » :

En milieux défavorables, les caractéres morphologggpeuvent jouer des rbles assez
importants réduisant la variabilité des rendements.

Les mécanismes d'adaptation peut prendre formde suides modifications d’ordre
morphologiques pour améliorer I'absorption de l'eatiou diminuer la transpiration et la
compétition entre les organes pour les assimilasplEnomene est défini par I'évitement
parmi ces mécanismes d’adaptations morphologiguzten

= Reéduction de la surface foliaire :

La diminution de la surface foliaire des flmsi est considérée comme une réponse ou
adaptation au manque d’eau, en effet cette réduci® la surface foliaire est un moyen
judicieux pour le controle des pertes d’eau, erstaju la consommation en eau chez les
céréales, ces derniéres sont dites plantes écor(@hasges eal, 2009).

D’autre type d’adaptation foliaire développé a plosg terme par les plante face a un
mangue d’eau est I'enroulement da la feuille. Akdaé, 'enroulement foliaire observé chez

certaines variétés peut étre considéré comme @ctéae d'évitement de la déshydratation, il
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entraine une diminution de 40 a 60 % de la traaipm (Nabors, 2008) tout en minimisant le
rayonnement absorbé par les feuilles.
= Développement racinaire accru :

L'efficacité de l'extraction de l'eau du so@r les racines figure parmi les types
d'adaptation permettant a la plante d'éviter ous pikactement, de retarder la déshydratation
de ses tissus.L’augmentation de I'absorption péet @due a I'extension de I'absorption en
profondeur pour avoir acces a des horizons plusdasn ainsi elles s’assurent une meilleure
alimentation hydrique (Jacksonat 2000), par une vitesse de croissance et de raatnfic
des racines.Ces plantes sont dites dépensieregaien e

(El hassani et Persoons, 1994) ont décentré quadates a enracinement superficielle et
peu dense souffrent plus du déficit hydriggge ceux a enracinement profond, et
(Bagga efal, 1970), ont conclu que les blés hauts ont un endie sensibilité a la contrainte
hydrique plus faible comparativement aux blés nainsemi-nains. Ceci s’expliquerait par le
fait qu'une paille haute s’accompagne souvent daystéme racinaire profond ce qui
conférerait la plante une capacité d’extractioelu supérieure

Cette stratégie, bien que favorable au memintdu statut hydrique du végétal, est
pénalisante pour le gain de carbone.

6.1.3 Adaptation physiologique « tolérance » :

La survie des plantes, dans la plupart des envenmients, nécessite la mise en ceuvre de la
stratégie de tolérance aux stress (Mazouz, 208#6ht donné que le stress hydrique
provoque une diminution de la turgescence la platdit maintenir son statut hydrique
fonctionnel, En effet, Face a ce stress, les ptadéploient différentes stratégies adaptatives.
Celles-ci sont souvent le résultat de plusietemaniements physiologique (Bousbaa et
al, 2009), ces mécanismes intervenant dans leataé assurent I'’hydratation cellulaire et
diminuent la perte en eau en maintenant un statdtique favorable au développement
foliaire .Ces procédés se manifeste par :

= La capacité photosynthétique et la teneur en chiphglle:
la survie des plantes au manque d'eau est en phiti@ la diminution de la capacité
photosynthétique des feuilles, permettant labi&sement rapide des plantes suite a une
période de stress hydrique. (Mouellef, 2010)
Sous un stress hydrique, une diminution de la treeeichlorophylle est remarquée chez
le blé dur (Bousba dl, 2009). Pour limiter les pertes en eau @aaporation et aussi
laugmentation de la résistance a l'entrée @@ atmosphérique nécessaire a la

photosynthese, cet économie en I'eau se traduiipadilution de la chlorophylle.
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= La fermeture stomatique :

En situation de déficit hydrique, la plante transgnormément, cette transpiration se
manifeste par une perte d'eau sous forme de vapewant ca les plantes répondent
immédiate au stress hydrique par la fermeture tmwates (Figurel), en effet, en cas de
déficit hydrique, les racines synthétisent '’ABAI @st vehiculé par la seve jusqu’aux feuilles
ou il déclenche alors la fermeture de stomates KBelief, 2016), Le contréle stomatique
équilibre le bilan hydrique de la plante, restalaréurgescence et la croissance, des feuilles
sensibles vis a vis du déficit hydrique.

En revanche cette stratégie provoque une augtimntale la température foliaire et

une réduction de l'assimilation du £dou une réduction de I'activité photosynthétique

Closed Stoma

H.O

K* exits guard celis, and water follows

Figurel : La fermeture des stomates. (Chantal, 2009)
= Ajustement osmotique

Le stress hydrique provoque la mise en place étahde régulation hydrique de la plante
qui se manifeste par une régulation du pekosmotique, L'ajustement osmotique est un
exemple d’adaptation qui permet le maintien d’wrgescence positive pour des teneurs en
eau relativement faible ,il intervient aussi etardant la sénescence foliaire et en améliorant
I'extraction de l'eau par les racines de ce ¢t continuer ses activités métaboliques et
survivre a la contrainte (Leonardisa&2010).

On parle d’ajustement osmotique quand lesceamations des solutés a lintérieur de
la cellule augmentent pour maintenir une pressismatique cellulaire élevée. La cellule
accumule alors activement des molécules comme sépana chute du potentiel osmotique,
se traduisant ainsi par une plus grande capacétrattion et de rétention des molécules
d’eau.(Nadjim, 2008).

Ces molécules, appelées osmoticum, s’accumiéemqius souvent dans le cytoplasme
peuvent étre des acides aminés (proline, alanird®s sucres (saccharose, tréhalose,
fructanes), des ions quaternaires (bétaines, prbktaine), des ions inorganiques (K+) ou

encore des acides organiques (malate, glutam#taed) des hormones (acide absceécique).La
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nature des osmolytes impliqués dans I'ajustememotique est généralement spécifique de
'espece étudiée.
6.2. Mécanismes d’adaptation au stress salin chezlblé :

La tolérance a la salinité représente la capaeitiéa gblante a maintenir la croissance sous
conditions salines. Pour réaliser cela, la plami¢ gbsséder des mécanismes pour tolérer la
salinité (Mahajan et Tuteja, 2008). En ce quiasone la tolérance des céréales a la salinite,
celles-ci dépend de la variabilité génétique tglie certaines especes qui résistent a ce type
de stress abiotique que d'autres. Particulierenfieffet toxique des sels est moins prononcé
chez le blé tendre que chez le blé dur (Munns, 2007

La tolérance a la salinité n’est pas macanisme qui est présent ou absent, c’est
plutét un phénomeéne qui prend différents degréspiléassion, variables selon les génotypes
et les conditions de croissance. La conséquenagnestarge variabilité de réponses chez les
plantes soumises au stress salin et les diff@renécanismes utilisés par les plantes pour
tolérer le stress salin sont décrits comme suit :

6.2.1 L'exclusion :

La plante empéche le sel de remonter jusqu'auXdsulUne premiere barriere existe au
niveau de I'endoderme, couche interne de cellidds dacine, la tolérance a la salinité est
associée a I'exclusion de I'ion Na+ (Alberico ea@er, 1993). L'exclusion n’est, cependant,
pas toujours synonyme de tolérance au stress dah effet certains génotypes, sensibles
au stress salin, accumulent fortement moins d’'idas dans la tige comparativement aux
génotypes tolérants (Zerroumda, 2012). Ainsi orté rqu’un génotype de mais tolérant le
stress salin accumule I'ion Na+ a un rythme quilestouble de celui noté chez le génotype
sensible (Cramer ei, 1994).

6.2.2 L'inclusion :

Les ions chlorures et sodium pénétrent les plapdedes racines et sont véhiculés par le
xyléme vers les tiges et les feuilles, a ce niviesagont stockés et il s’agit de plante de type
«includers » (Gaid, 2015). Cette stratégie « isichn » caractérise le fait de favoriser le
stockage du sodium dans les feuilles en préseneaméristéme apicall’inclusion et la
compartimentation est la stratégie la plus efficpoar éviter la toxicité de Na+ sur des sites
métaboliques dans le cytoplasme (Jebnoune, 2088)|dnte utilise en effet le sel pour ajuster la
pression osmotique de ses cellules. Elle captellgis parvient aux feuilles, au méme titre que
l'eau, par le mouvement ascendant de la séve danaisseaux.

A lintérieur des cellules, le seist alors stocké dans les vacuoles grace a denmstde
"pompes" moléculaires. Les vacuokgsnt des compartiments fermés au sein de la eglkiksel

est ainsi isolé des constituactdlulaires vitaux (Sentenac et Berthomieu, 2003).
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Inclusion ] Exclusion

Figure 2: lllustration des mécanismes de tolérances a laitgal{Levigneron eal, 1995)

au stress salin, les plantes accumulent pkissalutés compatibles qui jouent un role
important dans la protection des protéines dadeembrane, dans I'ajustement osmotique,
et dans le nettoyage des espéces réactives gogy (ROS) et des exces des ions

d’ammonium accumulés (Munnsat 2006) Figure2).

6.3 Mécanismes d’adaptation au stress thermique chée blé :

Etant les plantes immobiles. Elles doivent s'adagui® conditions dominantes du sol et de
la météo. Enréalité, les plantes sont incapables d'adapter la températerleurs tissus.
Réciproguement, ces dernieres ont mis au pointqultss mécanismes qui leur permettent de
tolérer de plus hautes températures, Parmi les misinas de tolérance a la chaleur, on

citer :

La transpiration, un mécanisme simple et efficagenget a profit I'énergie d’évaporation
de I'eau pour refroidir les feuilles. La fermetules stomates provoque des augmentations de
température de plusieurs degrés.

Le métabolisme C4 : Avec I'élévation de la tempdmatla solubilité du CO2 diminue plus
vite que celle de I'02. Le « gaspillage » énergétique représente I'activité oxygénase de la
Rubisco est accentué. Les mécanismes de concentthtiCO2 dans les plantes en C4 (blé)
permettent d’éviter cette contrainte.

La modulation des proportions en acides gras mambes saturés/insaturés, en
particulier dans les membranes chloroplastiquessegaparmi les mécanismes majeurs
d’acclimatation et d’adaptation aux températuraséaxes. Une forte proportion d’acides gras
saturés dans les lipides membranaires aura tendaramgporter de la stabilité sous une

contrainte chaleur.
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7) le blé dur (Triticum durum), répartition géographigue et origine

7.1 Origine géographique et génétique du blé dur :
7.1.1 Origine géographique :

Le blé sauvage tétraploide était largemepaindu au Proche-Orient, ou les humains ont
commencés a le récolter dans la nature (Bousnad®&?)2lLa plupart des recherches
archéologiques ont confirmé que les origines duskl&ituent dans les zones du Croissant
fertile (Boulal etal, 2007) plus précisément au sud de I’Anatolie en@a de la Syrie. C'est
a partir de cette zone que le blé a éte diffuss Nafrique, I'Asie et 'Europe.

La route la plus ancienne de diffusion degak@s vers les pays du Maghreb fut a partir de
la péninsule italienne et de la Sicile (BonjeafQD), certain auteurs affirment que le monde
Romain a largement contribué a la diffusion desaés du bassin méditerranéen vers
I'Europe centrale et 'Europe de I'Ouest.

7.1.2. Origine génétique :

L’origine génétique du blé dur remonte anisgment entre deux especes ancestrales
Triticum monococcumet une graminée sauvage du némgilops speltoidesLe blé dur
Triticum durum, appelé ainsi en raison de la dudeté&on grain. Le nombre chromosomique
de base est de 2n = 4x = 28, (donc fait partigrdupe des especes tétraploides).

le croisement naturel dEriticum monococcun{porteur du génome AXx Aegilops
speltoidegporteur du génome B) a permis I'apparition d’'ué dur sauvage de type AABB
(Triticum turgidum ssp.dicoccoidegjui a ensuite progressivement évolué ve&rgicum

turgidum ssp.dicoccumuis versTriticum durum(blé dur cultivé)Feillet.,2000) Figure.3).

Triticum monococcum X Aegilops speltoides
AA BB
ZnZZXZN / 2n=2X=14
Hybride
AB
2 n=2X=14

Doublement chromosomique

Tritucum turgidum
AABB
2n1x=28
Triticum durum
AABB
2n=4x=28

Figure 3: Origine génétique du blé dur (Debiton, 2010)
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7.2 Classification botanique et description morpblogique du blé dur :

Le blé dur est une espece connue depuis la plis hatiquité, appartenant au groupe des
céréales a paille. C’est une plante annuelle danfdlle des poacees (Tableau.1l). En termes
de production commerciale et d’alimentation humaicette espece est la deuxiéeme plus
importante du genré&riticum aprés le blé tendre. Leur famille comprend 600 geet plus de
5000 especes (Feillet, 2000).

Tableau 1: Classification botanique du blé dur (Feillet, @0

Embranchement Spermaphytes
S /Embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Poales
Famille Poaceae
Genre Triticum
Espece Triticum durum Desf

Le blé dur se reconnait a sa couleur jaun@rtasnande est plus dure que celle du blé
tendre. D’'une facon générale, le blé dur se caiiaetpar :
» Un épi a rachis solide, a glumes carénées jusqu'a |y, Baglumelle inférieure terminée
par une longue barbe colorée.
» Un appareil végétatif a tallage faible (souvent un seul épi pkmnte), a chaume
Long et souple, sensible a la verse.
» Une grainetrés épaisse (45-60 mg) et constitué principalénedlie est principalement
constitué d’amidon environ 70%, de protéines 10-K&don les variétés et les conditions de
culture et de pentosanes 8 a 10%, les autres t@rgs, pondéralement mineurs, sont les
lipides, la cellulose, les sucres libres, les nangret les vitaminesCes constituants se
répartissent de maniére inégale au sein de largliffé fraction histologique du grain.
7.3 Importance et production du blé dur:
7.3.1 Dans le monde :

Historiguement c’est une des premiéres céréald8vées dans le monde avec une
production annuelle d’environ 600 millions de toe® échanges qui se multiplient entre les
régions du monde font de cette céréale I'un desxcjmaux acteurs de I'’économie mondiale.

Elle est 'une des céréales les plus cultivéessplus consommeées dans le monde.
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Selon les derniéres prévisions, la productiamaiale de blé en 2015 devrait atteindre un
niveau record de 735 millions de tonnes, soit pl®eux millions de tonnes de plus qu’en
2014, en raison principalement d’'une productiom@Een Australie, en Chine, au Maroc, en
Turquie, en Ukraine et aux Etats-Unis. (FAO. A, 201

Les stocks mondiaux, a la cloture des camgmgie 2016 (Tableau.02), devraient
atteindre leur plus haut niveau depuis 13 ans.&base des prévisions actuelles, le rapport
stocks mondiaux-utilisation en 2015/16 devraitabiit a 29%, son plus haut niveau depuis
2011/12. L'UE, la Fédération de Russie et les Etdtss font partie des pays oul les réserves
devraient croitre le plus. En revanche, au Canadda production a fortement reculé cette
annee, les stocks de cl6ture devraient se rédueargplus bas niveau historique. (FAO. B,
2015 in Gueraiche, 2016).

Tableau2: Le marché mondial du blé (FAO, 2016)

Marché mondial du blé

2012113 201314 201415 2015/16 2016/17
estimation prévision

précédente derniére
(07 avr 2016) (05 mai 2016)

| ;S — veievananeo.-..millions de tonnes. .. A T

Production’ 655.1 7108 729.5 732.9 712.7 716.9
Disponibilités? 850.6 8825 910.8 931.9 917.2 920.2
Utilisation 683 4 692.1 7113 7234 7228 7241
Commerce? 143.0 156.5 155.6 153.0 153.0 154.0
Stocks de cléture® 171.7 1814 199.0 2033 193.7 195.2

f : pour cent : )

Rapport stocks mondiaux-

utilisation 248 255 275 28.1 26.0 26.2
Rapport stocks des princi-

paux exportateurs- utilisa-

tion totale® 14.1 141 16.6 18.2 17.2 18.2

7.3.2 En Algérie :

La céréaliculture constitue en Algérie la pipale activité et le blé dur occupe une place
centrale dans I'économie Algérienne. Il couvre laiti®d de la surface consacrée a cette
activité. La production algérienne de blé dur ext tnstable d'une année a l'autre. (Mazouz et
al, 2006)

La cause principale de la faiblesse de la ytion du blé dur en Algérie est le faible
niveau de productivité obtenu, soit 9 a 11 quinthestare. Cette faible productivité est due a
des contraintes abiotiques (pluviométrie surtdoit)tiques (adventices, surtout) et humaines
(itinéraires techniques appliqués etc...).
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Les céréales et leurs dérivés constitugpinkédorsale du systeme alimentaire algérien et
elles fournissent plus de 60% de l'apport calardiegt 75 a 80% de I'apport protéique de la
ration alimentaire. (FAO. B., 2015) .Si la prododatinationale de blé a dépassé la barre d'un
million de tonnes plusieurs fois depuis l'indépercda elle demeure tout de méme loin du
niveau réel de la consommation qui a augmentéerggsiyement avec la croissance
démographique

7.4 Exigences climatiques du blé :

Pour étre fructueux, la production des céréaleessie une connaissance accrue du
développement de la culture. Les facteurs climasgant une réaction prédominante de la
culture sur les différentes périodes de la vie u(bBjermoun, 2009).parmi ces facteurs on
cite principalement :
> Leau:

L’eau est un facteur limitant de la croissanaebté .ce derniers exige I’humidité éternelle
durant tout le cycle de développement. Pendandifé&rentes phases de son cycle, le blé a
besoin de 600 a 1.500 mm d’eau par an et surteat fig@partie. Les besoins sont plus élevés
au vu des conditions climatiques défavorables.

» Lumiére :

La lumiere est le facteur qui agit directementlsuyon fonctionnement de la photosynthése et
le comportement du blé.un bon tallage est garantie blé est placé dans les conditions
optimales d’éclairement.

> Latempérature :

Température est I'un des facteurs importaots [a croissance et l'activité végétative. Le
zéro de germination du blé est comme celui dudnére tres voisin de 0 °C. Les exigences

en température sont assez importantes et variénet 8800 et 2400 °C selon les variétés.
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1) Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans le présent tragsil constitué de deux variétés de blé dur
(Triticum durum Desf.Waha et Bousselem, ces deux derniers ont étéigogracieusement

par I'Institut Technique des Grandes Cultures (IT@EL-Khroub Constantine.

Tableau 3:Les caractéristiques agronomiques morphologiquésjrales et qualitatives des deux

variétés expérimentées (Boufenaakt2006)

Waha Boussalem
Caractéristique morphologique :
= Hauteur de la plante a la maturité 80-90 cm 120 cm
Caractéristiques culturales :
= Cycle végetatif Précoce Mi-tardif
» Résistance :
- Aufroid Tolérante Bonne
- Alaverse Résistante Bonne
- Alasécheresse Sensible Bonne
- Egrenage résistante résistante
Caractéristiques qualitative :
= Poids de mille grains (PMG) Moyen Elevé
= Qualité semouliere assez bon Blé correcteur
CrolCD414BL
Pedigree Plc/Ruff//Gta/Rtte CTR4AP
(Heider/Marli/Heider)
Origine Syrie CIMMT Algérie
(introduite) (locale)

2) Mise en place de I'expérimentation :

L’expérience a été conduite au Laboratoire de ggunet biochimie et de biotechnologie
végétale (GBBV) équipe 2 Biotechnologie et Amélimma des Plantes a Chaabat EL Rasses
au niveau de I'Université des Freres Mentouri Camtitel, au cours de la période 2016-2017

3) Conduite de I'essai et stade de mesure :

L’expérimentation est conduite dans la chambreulteie, elle consiste a étudier de I'effet
du stress abiotique (hydrique, salin et thermicuug)la teneur totales en protéinés chez deux
génotypes de blé duiiiticum durumDesf) dans un milieu hydroponique tout en
respectant une photopériode de 16hJ/8hN encaaplt trois différents stress : hydrique par
'ajout du PEG, le stress thermique a une tempgrahaute (45°C) et le stress salin en
ajoutant du NaCl a 200Mm, ces trois stress sonicqms pendant 4h .

L’étude de l'effet de ces trois stress sur les dearxétés de blé dur a été réalisée sur la

troisieme feuille aprés I'obtention de la quatricimaille.
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4) Le plan expérimental :

4.1 Pré germination des graines :

Les graines choisies ont été sélectionnées selonddle et leur forme, 100 graines des
deux génotypes ont été stérilisées et désinfeceéles solution d’hypochlorite de sodium
(NaOCl) a70% contenu dans I'eau de jayeéndant 10 minutes puis rincées trois fois a l'eau
distillée stérile, une fois le rincage est effecin laisse les graines pendant 2h dans de I'eau
distillée pour le gonflements.

Les graines sont ensuite mises dans des boitessémsi par trois couches de papier
absorbant humecté a I'eau distillée pour la préngeation pendant une semaine a I'obscurité

et a température ambiante du laboratoire.

Figure4: dispositif de pré-germination des graines dexdeuwiétés étudiées

4.2. Germination des graines et mise en culture hyoponique :

= Préparation de la solution nutritive :

Ce présent travail s’est basé essentiellementirseirculture de plantes hors sol, cette
culture dite hydroponique consiste a émerger ldgaacinaire de la plante dans un milieu
chimique, ce mode de culture, a été choisi caertet : un meilleur contrdle et une meilleur
homogénéisation de l'apport minéral, L'obtention decines saines, indemne de toute
perturbation pouvant interférer avec la réponsengraes plantes (Dubos., 2001), et permet
aussi d'éviter les contraintes du sol, ce qui pérmmee croissance rapide et un bon
développement des plantes dans des conditionsnutal contrblées.

En culture hydroponique, on doit tout d’abord gerres plantes jusqu’a obtention des
racines pour pouvoir apporter les éléments mingrgile se trouvent au niveau de la solution
nutritive. Pour tous les avantages apportés pae aailture, on a choisi le milieu BD
(Broughton et Dillworth) qui est constitué d’'une agtité précise de macroéléments,
microéléments et du fer dissouts dans un volumaudd&terminé pour satisfaire les besoins

des plantes. Pour la préparation du milieu de mltnous avons utilisé des solutions meres
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préalablement préparées avec des concentrationsie®mt une date de conservation précise.
(Annexe.01)

= Dispositif de I'essai :

Dans deux grands bacs en plastique, des pots sedgbkable ont été placé dans ceux-ci,
émergés ensuite dans une solution nutritive BD.usNavons effectué dans ces derniers, le
repiquage de nos jeunes plantules a raison demteplgar pot et 20 pots par variété dans
chaque bac.

La solution nutritive a été renouvelée entieremard fois par semaine pendant 15 jours
ensuite renouvelée chaque deux jours, afin d’éuteéventuel appauvrissement en éléments
minéraux, des variations de pH et le développememathogenes tout en assurant un milieu
riche en nutriments qui conduit a un bon dévelopgrdrdes plantules.

La croissance des plantules s’est faite en chaméreulture avec une température de
25°C+5°C, une humidité relative de #8% et une photopériode del6h de lumiére par 8h

d’obscurité.

Figure 5: Culture Hydroponique des graines pré-germées @achambre de culture

4.3. Répartition des plantules et stress appliqués

Les plantules provenant des graines germeéesgredte le stade de I'apparition de la
guatrieme feuilles et le développement de la teors feuille, qui correspond a la cinquieme
semaine de culture ont été réparties en 4 |ots:
* Premier lot : Représente le témoin qui regroupe les plantuléssgnt maintenues en
solution nutritive et a température ambiante (25°C)
* Deuxieme lot: Représente les plantules du stress hydrique.
* Troisiéme lot : Représente les plantules du stress salin.
* Quatrieme lot : Représente les plantules du stress thermique.
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= Application du stress hydrique :
» Le polyéthylene glycol PEG- 6000

L’étude de l'effet du stress hydrique et les magifions qu'il induit au niveau de la plante
a été réalisée par ajout d’'un osmoticum a la sotutiu milieu BD. L’'osmoticum utilisé est le
polyéthyléne glycol (PEG 6000).

Le PEG est un polymére de grand poids mitdée, non ionique, hydrosoluble et
non pénétrant pour les cellules (Chefdor, 20D6nduit un déficit hydrique, en agissant
comme un agent osmotique abaissant le potentieled@ d'une maniére relativement
contr6lée, semblable a un séchage du sol (OukarraQ07). Il réduit la disponibilité en eau
sans causer de dommage physique aux plantes.

La pression osmotique générée est en fonction derleentration et du poids moléculaire
du PEG utilisé, En effet ce polymeére se présentss $orme d’'une large gamme de poids
moléculaires allant de 300 a 20.000, ceux dontidgomoléculaire est de 6000 voire 8000
sont préférablement et plus frequemment utilisés, REG 6000 utilisé ne nécessite pas de
purification avant utilisation, sa masse molaird esffisamment élevée pour limiter
I'absorption racinaire, tout en préservant la fiididle la solution nutritive, effectivement c’est
un osmoticum idéalement utilisable en milieux hydnoiques.

» La préparation de la solution PEG et le protocole xpérimentale:

La solution de PEG est préparée en faisant disedadguantité de PEG 6000 « 400g »
dans deux litres d’eau distillée, Cette expérieeseréalisée avec un seul niveau de stress
hydrique représentant un stress sévere pendatda 4bnception expérimentale est avec trois
répétitions pour chaque variété.

= Application du stress salin :

L’influence du stress salin sur les deux variétésdbld choisi est examinée par I'ajout du

200 mM de NaCl, donc on fait dissoudre 23.28g d€INians deux litres d’eau distillée

Figure 6 : Application du stress.
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= Application du stress thermique :
L’effet des hautes températures et les modificatiquielles apportent au niveau du végétal
ont été effectués au phytotrome ou les plantegrit@xposées a une température de 45°C

pendant 4 heures, en laissant les mémes conditibomidité avec la solution nutritive

Figure 7: Dispositif de I'essai du stress thermique.

5) Les parametres étudiés :

Le suivi du comportement des deux génotypes duliévis-a-vis des différents stress a

été baseé sur plusieurs paramétres physiologiquas@timiques.
5.1 Paramétres physiologiques :
5.1.1 Teneur relative en eau (TRE%) :

La teneur relative en eau (TRE) est détermidé&pres la méthode de Barrs (1968), elle
consiste a évaluer la tolérance a la sécheressdaetn état de déficit hydrique.

Selon cette méthode, L'avant derniere feuille daqcie plantule de chaque variété du blé
dur avec trois répétitions, est prélevée puis megdenédiatement pour obtenir leur poids
frais (PF).Ces feuilles sont mises par la suitesddes tubes a essai remplis & moitié d’eau
distillée et placés a I'obscurité dans un endraiisf apres 24h les feuilles égorgées d’eau sont
retirées, passées dans un papier buvard pour @&d@du de la surface, et pesées a nouveau
pour obtenir le poids de la pleine turgescence,(B@3 échantillons sont enfin mis a I'étuve
ventilée régler & 85°C pendant 48h et pesés pair @ur poids sec (PS).

La teneur relative en eau est calculée par la farsuivante (la formule de Clark et Mac-
Caig, 1982) :

TRE : teneur relative en eaBF: Poids fraisPS: Poids secPT : Poids a la turgescence
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(PF - PS)
(PT - PS)

TRE (%) =100

5.1.2. La conductivité électrolytique (CE%) :

Le degré de dommage membranaire causé par I'appticde stress, a été indirectement
évalué en mesurant la conductivité électrolytiqpgdie-ci est inversement proportionnelle a la
stabilité membranaire cellulaire (Farooq et Aza@bQ1)

Le pourcentage d’intégrité cellulaire consiste ae mesure de la libération d’électrolytes
suite a la destruction partielle de la membransrpique.

Ce test de l'intégrité cellulaire (IC%) a été rédliselon la méthode décrite par (Dkhil et
Denden, 2012).

Trois feuilles (3iém feuilles) sont prélevées hasard par traitement, par répétition et
par variété. Elles sont lavées a l'eau démaiis@e afin d’enlever tout résidu ou électrolytes
pouvant adhérer a la surface, découpées ensustegements delcm de long. Les échantillons
sont recueillis dans des tubes a essai auxqudlsagriés dix ml d’eau distillée, ces derniers
ont été maintenus pendant 24h a température arebintaboratoire 25°, des que ces 24h
sont écoulées, on mesure la premiere valeur derlductivité électrique (CE1) grace a un
conductimeétre en placant délicatement la sonde leanbe apres étalonnage de I'appareil. La
seconde lecture de la conductivité électrique (C&2 notée 24 heures aprés la premiére
lecture et aprés avoir passé les échantillons w@woldave, et refroidi par la température
ambiante du laboratoire

Le pourcentage de cellules endommagées (CE%)tentessous I'effet de 'augmentation
de la température en utilisant la formule suivante

CE (%) = (CE1 /CE2) X 100
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Figure 8 : mesure de l'intégrité membranaire par un conduétie

5.1.3 La température foliaire (TF°C):

La température d’'une surface végétale figure ag es parametres physiologiques les
plus utilisés pour la connaissance du statut hydrige la plante. C'est la méthode de
détection du stress hydrique par télédétectionua gpandue. Elle entre dans la composition
de plusieurs indices de détection du stress hydritforan, 2000). La température foliaire
donne a chaque point de la végétation observéerpérature qui lui est associée.

La mesure de la température foliaire a étée faitl'aide d’'un thermometre infrarouge
portatifs (Figure.9) .le thermo est maintenu de iér@na pouvoir détecter la température de la
feuille uniguement, en évitant de sonder la tentpéea d’autre surface. Les mesures sont
effectuées sur la feuille non détachée.

Figure 9: mesure de la température foliaire par le thermoemiafrarouge portatif

5.1.4 La résistance stomatique (Rs «S/CM») :
La photosynthése et la transpiration sont deuggasus végétaux trés importants controlés
par les stomates. En fait la conductance stomatgtidirectement liée aux échanges gazeux
entre la feuille et I'atmosphére et sa régulatisnd@&terminante pour I'adaptation des plantes

a contraintes environnementales et notammenteatisin stressante.
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La résistance stomatique au niveau des feuillet® anesurée a I'aide d’'un Porométre de
vapeur d’eau, type Delta Devices, qui a été atadcen premier lui avant la lecture. (Fig.10).

L'utilisation de ce systeme portatif muni d'unenge a coupelle affecté d’'un détecteur de
vapeur d’eau, consiste a insérer la partie médiana feuille dans la pince (Herbingeragt
2002), Lesdonnées de la résistance stomatique sont stockdes ldppareil de mesure et

ensuite transférées vers un ordinateur pour laitement.

Figure 10. Mesure de la résistance stomatique par le poremét

5.2. Paramétre biochimique :
5.2.1. L’analyse des protéines totales par SDS-PAGE

Les protéines sont des molécules qui ont un rétes da structure et la fonction de la
cellule, on peut les isoler, les analyser et ladiét. La séparation des protéines présente dans
notre étude est faite a I'aide d’'un gel SDS-PAGHne#tant une séparation des protéines dans
le gel selon leur poids moléculaire. La technigleetéophorése monodimensionnelle sur gel
de polyacrylamide en présence de SDS est réakdée s méthode de Laemmli, (1970) citée
par (Mouellef, 2010). Une variante de cette techaigonsiste a utiliser du SDS (Sodium
Dodécylsulfate) qui est un détergent anionique. fibr& la propriété de défaire la structure
spatiale en se fixant sur les protéines et deHasger de la méme facon permettant ainsi de
les séparer uniquement en fonction de leur mas$écaiaire. Il donne la charge négative aux
protéines (aux chaines de polypeptides) qui petanatigration des protéines vers I'anode
(Dicko, 2006).

Avant de procéder a la dénaturation des pregéavec du SDS, on utilise un agent
réducteur, lg3-mercaptoéthanol qui réduit les ponts désulfuriqges protéines, les rendant
ainsi sous forme monomérique. penercaptoéthanol coupe et casse les liaisons @oles
désulfuriques (on peut le remplacer par le DTTacEtone fait descendre les protéines au bas

et solubilise les molécules organiqgues comme leeaqras ;...etc. Cette technique permet
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de déterminer le poids moléculaire des sous ufidémant une protéine, et de se rendre
compte du degré de purification atteint a chaqapet{Annexe. 02) (Jangpromma edl,
2007).

v' Extraction des protéines totales :

En commence tout d’abord par peser 100 mg de raltérégétales fraiche, les feuilles des
échantillons témoin et stressés seront par la suibyées avec de I'azote liquide jusqu’'a
I'obtention d’une poudre fine qui sera conservéesddes tubes eppendorfs a -80°C jusqu’a
utilisation.

On ajoute au broyat 1.35 ml de la solution de pitation (solution A Annexe.03)
homogénéiser dans un tube Eppendorf de 1.5ml &iss®s reposer pendant une nuit a-20°C.
Centrifuger pendant 20mn a 4°C et a 13 000 rpm.

Eliminer le surnageant délicatement en renvergantie (le culot ne doit pas décoller).

Laver les culots avec 1.35 ml de la solution deage (solution EAnnexe.02).

Laisser reposer 1h a - 20°C puis éliminé le suramigdélicatement (on peut faire une petite
centrifugation si on voit que le culot s’est un m&collé).

Sécher les culots dans I'étuve pendant 5 min & §D°ne faut pas qu’ils soient trop secs).
Réduire en poudre les culots (a I'aide d’'une baguet verre).

Peser le culot pour déterminer le poids sec dut catajouter 100 a 25@ (2X) de Laemmli
buffer(Annexe.02).

Passer au vortex les tubes Eppendorf et en mettans le bain mari pendant 5 min a 95°C a
100°C, afin de favoriser la dénaturation des pnetgi

Centrifuger les tubes Eppendorf a 13 000 rpm pen@amin.

Récupérer le surnageant dans un nouveau tubelé@bd conserver les échantillons a -20°C.

v' Préparation des gels

Dans la méthode de séparation par SDS-PAGE awons préparé deux types de gels : un
gel de séparation qui permet de fractionner legmifites protéines et les sous-unités
protéigues selon leurs poids moléculaires et urdgetoncentration permettant de retenir les
impuretés et de tasser les protéines.

v' Le gel de séparation (running gel) :

La concentration finale d’acrylamide qui a été simiest de 15 % .Ce gel est constitué
d’Acrylamide Bis 30% (p/v), de TrisHCL a pH=8.8, &S a 10 % (p/v) et d’eau distillée.
La réaction de polyacrylamide est catalysée pant@nium persulfate (APS) a 10 % (p/v) et
le TEMED. (Annexe.03)

On prépare le gel en respectant les mesete®n travaillant en continuité. La

polymérisation de ces constituants est catalyse€ARS) et le TEMED, qui sont ajoutes en
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derniers. On applique le remplissage du gel parsem@gue en plaguant sa queue contre la
paroi de la premiere plaque, et en verse doucelaad afin d’éviter la formation des bulles
d’aires, on s’arréte au niveau marque (4ceg, niveau sera rempli par le gel de
concentration.

On applique une fine couche de buthanol toutbag du gel, a l'aide d'une seringue, le
buthanol aplatira le gel et fera une barriere @ti&ir pour accélérer la polymérisation qui
prendra 30 a 45 min, et éliminera les bulles @da surface. Quand le gel se polymérise, on
verse le buthanol et on rince 3 fois a I'eau il

v Le gel de concentration (stacking gel) :

La concentration finale d’acrylamide chois& de 4 %, ce gel et le gel de séparation,
ont une méme constitution avec pour seule difis@da niveau du Tris HCL qui a un pH de
6,8.le gel est déposé sur le gel de séparatiorpdemes doivent étre bien centrés entre les
plaques et sans créer de bulles. Le gel prend affets 45 a 60 minutes, les peignes sont
retirés soigneusement pour ne pas détériorer es Eunfin, le tampon est versé dans les puits
est on fait les dépo6téAnnexe.03)

v" La migration :

Apres le dépdbt des différents échantillomasclive d’électrophorése (bac inférieure) est
remplie avec un volume suffisant de tampon de aiign, composé de glucine, de Tris et de
SDS.(Annexe.02)

Ensuite, le bac supérieur situé entre les qaagues (bien serré contre les joints pour
éviter les fuites) est rempli lui aussi avec le rm@ampon jusqu’a ce que les faces supérieures
des gels soient immergées. Cette derniéres plaueeld cuve d’électrophorése pour que les
faces inférieures des gels plongent dans le tamipoiin, la cuve est fermée et reliée a un
générateur qui va assurer le passage du couramtigle.la migration doit étre réglée sous

une tentions déterminée a 200v et une intensigrméiée a 60mA(Figure.11)

Figure 11: La migration des protéines totales sur gel §lacnide
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v" Coloration et décoloration :

Apres la sortie du front de migratite,gel de concentration est éliminés, les gel
sont démoulés et mis dans le bac contenant ungaobte coloration qui contient un fixateur
de protéines, le TCA (acide trichloracétiqueb@% et un colorant, le bleu de coomassie
R250 et d'eau distillée. Recouvrer les gels detisolude coloration, placer les sur I'agitateur
pendant 24h, afin d'homogénéiser la colorations midicolorer les gels avec du l'eau et ils

seront préts a la lecturdnnexe.02)

6) Traitement des données et statistique:

Afin de pouvoir caractériser les différeneasstant entre les variétés étudiées concernant
les différents paramétres mesurés, nous avonsl€ate certains parametres statistiques
ainsi que les moyennes et la conception des graehig l'aide du tableur « Excel STAT »
version 2009 pour Windows.

En ce qui concerne l'analyse des protéintsda® par SDS-PAGE, le gel obtenu a été
traité par logiciel « Photocapt8 »qui permet unargovisualisation des bandes ainsi que le
calcul de leur poids moléculaire en fonction du egu@ur du poids. La présence des bandes
est codée par « 1 » et leur absence par « 0 ».

L’Analyse de la variance « ANOVA » a deuxtiurs de classification ont été utilisés, le
facteur variété, facteur traitement ont édalisée par I'utilisation d'un logiciel spécifigu
« Excel 2015 » en utilisant le test de TUKEY (HSD).
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1. Analyse de la teneur relative en eau (TRE %) :

La teneur en eau relative est souvent considérédemeoun excellent indicateur de I'état
hydrique de la plante, une signification physiotpgs qui permet de mettre en évidence I'état
de la balance hydrique de la plante.

Ce parametre est affecté par plusieurs contramtésiques, dans notre étude on a testé

trois différents stress, assavoir un stress thereign stress salin et un stress hydrique.
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Bousselem Waha

Figurel2: Variation de la TRE(%) des deux variétés de bieadudiées soumis aux trois traitements
de stress abiotique (stress Th, stress S et $tjgesndant 4h.

D’aprés (la Figurel3) on remarque que la TRE aundate 4h, demeure trés importante
chez les témoins des deux génotypes étudiée (Beasst Waha), variant entre 90% comme
valeur minimale chez Bousselem et entre 96% conateur maximale chez Waha.

En revanche, elle diminue fortement chez ces deurigres lorsqu’elles sont soumises
aux trois différent stress (Thermique, salin etriguk), cette diminution reste beaucoup plus
accentuée pour la variété Bousselem, aussi bies ldasiress salin que le stress thermique et
par opposition pour la variété Waha.

Effectivement, le contenu hydrique des feuillesitsube chute significative dans le cas de
stress thermique avec un taux de 19% par rappddéraain chez la variété Bousselem et un
taux de 37% chez la variété Waha.

Dans le cas de stress salin on note une réducti@y% du contenu en eau chez la variété
Bousselem et une réduction de 22% chez la variétéa/face au témoin.

En ce qui concerne le stress hydrique on constaeduminution de la TRE de 21% chez

la variété Bousselem et un abaissement de 9% ahemitté Waha devant leurs témoins.
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Mais d’'une maniere générale cette diminution njest trop forte, la moyenne de la TRE
chez les deux variétés soumises au trois stregs dar60% jusqu'a 87% ce qui représente un
statu hydrique bien maintenu.

Les résultats sont vérifiés par le test statistigu&aide de I'analyse de la variance et la
comparaison des moyennes de la TRE, qui fait risstes différences trés hautement
significatives pour l'effet traitementp€0.001) et hautement significative pour I'effet

génotypes et I'interaction entre traitement et g@mes(p<0.01).

Tableau.4: L'annova TRE obtenues a partir des trois strésstigues appliqués aux deux variétés de
blé dur.

Somme des  Carré F de
Source ddl carrés moyen Fisher Pr>F
traitement 3 5332,441 @ 1777,480 33,057 <0,0001***
génotypes 1 374,783 374,783 | 6,970 0,018**

traitement*génotypes| 3 827,547 275,849 | 5,130 0,011**

*) Effet significatif p<0.05 **) effet hautementggiificatif p<0.01 ***) effet trés hautement sigraétif
p<0.001

Selon le test TUKEY au seuil de 95%, dont il a fae comparaison multiple pour la
variable traitement, a fait ressortir des difféensignificatif entre tous les interactions de
traitement sans prendre en considération le géaptyp’exception de linteraction entre le

stress hydrique*salin, stress salin*thermique, damtifférence était non significatif

Tableau.5 : Comparaison des moyennes des différents traiterderitss TRE.

Modalités Différenc | Différenc | Valeur | Pr. > Diff | Significati
e e réduite | critique f

Témoin ~ S thermique 38,100 8,999 2,861 <0,0001 Oui
Témoin ~ S salin 34,633 8,180 2,861 <0,0001 Oui
Témoin ~ S hydrique 25,424 6,005 2,861 < 0,0001 Oui
S hydrique ~ S thermique | 12,676 2,994 2,861 0,039 Oui
S hydrique ~ S salin 9,209 2,175 2,861 0,172 Non
S salin ~ S thermique 3,468 0,819 2,861 0,845 Non

Valeur critique du d de Tukey : 4,046

Ce méme test classe le facteur traitement en 4pgifmamogenes, dont le premier groupe
A correspond au témoin avec une moyenne maxima@3#%eg le deuxieme groupe B présente

le stress hydrique avec une moyenne de 78.58%piteéime groupe BC porte le stress salin
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avec une moyenne de 69.37%, quant au quatriemdsreier groupe , renferme le stress

thermique avec une moyenne minimale de 65.90%.

Tableau.6 : Classement des traitements sous trois groupesigoificativement différents pour la

TRE
Modalités Moyenne| Regroupements
Témoin 93,000 | A
S hydrique 78,580 B
S salin 69,372 B C
S thermique | 65,904 C

Le Test DUNETT nous a permis de faire la compara&ttre les trois stress et le controle
témoin avec un intervalle de confiance a 95%, etalestaté que ces trois interaction était
significatives dans les deux variétés, autrementle deux variétés étudiés dans des

conditions optimales ne répondent pas de la méguam fanvers les trois stress appliqués.

Tableau.7: Comparaison des trois traitements appliqués kveamoin pour la TRE

Modalités Différence | Difféerence | Valeur | Différence | Significatif
réduite critique critique
S hydrique ~ Témoin -25,424 -6,005 2,592 10,975 Oui
S salin ~ Témoin -34,633 -8,180 2,592 10,975 Oui
S thermique ~ Témoin -38,100 -8,999 2,592 10,975 Oui

Le test Tukey a réalisé aussi une comparaison pheiftiour la variable génotypes (Waha
et Bousselem). Ce dernier a trouvé une difféeremgrefeatif entre les deux génotypes étudiés
(Waha et Bousselem), et il a classé ces deux desnéd deux groupes distincte : le groupe A
avec une moyenne maximale de 83.42 et le groupe8 e moyenne minimale de 75.51
respectivement toujours avec un intervalle de emc a 95,00 %ela implique que les

variéetés étudiées réagissent differemment eesst

Tableau.8: Comparaison des deux variétés étudiées poura TR

Modalités Difféerence | Difféerence | Valeur | Pr. > Diff | Significatif
réduite critique
Waha ~ Bousselem 7,903 2,640 2,120 0,018 Oui

Tableau.9: Classement des variétés sous deux groupes raficafjvement différents pour

la TRE.
Modalités Moyenne Regroupements
Waha 83.417 A
Bousselem 75.513 B
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La comparaison de I'évolution de la turgescencatikad en eau des deux variétés de blé
dur (Waha et Bousselem) a montré que les troisseatrainaient une chute du pourcentage
d’eau (TRE) présent au niveau des feuilles. Cdtteecvarie d’un stress a un autre et selon le
génotype, ce qui a été confirmé par I'analyse dtqtie, ces résultats sont conformes avec
ceux obtenu par (Achour, 2015).

En effet, la TRE constitue un indicateur clé durdedhydratation des cellules et des
tissus, ce qui est cruciale pour un bon fonctiorer@nphysiologique et une croissance
optimum (Silva etal, 2007). Cette mesure du statut hydrique de latpleaflete son activité
métabolique tissulaire. Elle est considérée comiue Hes indexes de tolérance a la
déshydratation le plus utilisé et le plus signtiic@Melloul et al, 2014).

Il est évident que les génotypes stressés monirentliminution variable de la TRE ; cette
variation génotypique pourrait étre attribuée a diférences dans le pouvoir d’assimilation
de I'eau par le systéme racinaire, a leur pouveicaontréle des pertes d’eau par les surfaces
élaboratrices, Ou dans le pouvoir d'ajustement d¢sme servant au maintien de leur
turgescence cellulaire et de leurs activités phygiques (Bouakez et Hamadouche 2015).

La diminution de ce parameétre s’explique par I'éatchoc que les plantes ont subi lors de
leur exposition a une haute température (45°C)esEléagissent donc activement par
'ouverture et la fermeture des stomates afin dduiré au maximum la perte d’eau par
évapotranspiratiofZegrari 2014).

La salinité représente l'un des principaux strdsstigues limitant la croissance et la
productivité des plantes, selon les résultats afstée TRE dans les feuilles des deux plantes
testées, est réduite lorsqu’elles sont soumisess &ahcentrations élevées en NaCl (200mm).
En effet, Selon (Achour ,2015), les sels affectentes les parties de la plantes et sont plus
perceptibles sur les feuilles, cette sensibilit@aiie s’accentue selon le type de génotype.

Certain auteurs tel que (Ouhaddachak2015),ont suggéré que la présence d’'une dose
élevé en NaCl entraine une diminution de I'hydratatdes tissus, Ceci peut étre di a la
toxicité des ions Na+ et/ou Chccumulés dans le cytoplasme a des niveaux dépdssa
capacité de compartimentage dans la vacuole, Lragtation de ces ions, serait le paramétre
le plus impliqué dans le flétrissement et la mdgale certaines especes.

Dans les zones arides et sarides, la contrainte saline est souvent associégefcit
hydrique, ce qui a été confirmé par nos étudessstate. Le stress salin induit des
changements au niveau du statut hydrique de ldel&€e processus conduit alors a un
dessechement des feuilles , une diminution du contelatif en eau des feuilles suite a la
perte d’eau cellulaire ,une réduction générale aecroissance, la transpiration, et la
perturbation de 'homéostasie cellulaire (Ouhada#eh2015).
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Le manque d'eau est un élément déterminant pourcrtassance des plantes,
particulierement en région arides et semi aridesnduit chez les plantes stressées une
diminution du contenu moyenne en eau, (Amoumen etbhBrbiche ,2013fe qui est
conforme avec nos résultats et pour les deux eariétudies (Waha et Bousselem),
effectivement, dans la présente étude, I'applicatibun stress hydrique par I'ajout du
PEG6000 a 20%, a induit chez les deux variétés @\dhBousselem) une réduction de la
TRE foliaire d’autant plus différent selon les ééis.

Ces résultats sont corroborés par ceux rapporté$qares investigations a savoir que ; la
contrainte hydrique entraine une diminution sigaifive de la TRE. Une réduction qui va
dépendre de la sensibilité du génotype vis-a-vistoess (Hamla 2016).

D’aprés les résultats obtenus, on remarque lga variétés du blé dur montrent une
capacité appréciable de sauvegarder I'eau demdeuilles en condition des trois stress
abiotiques (thermique, salin et hydrique) ainsiuge similitude dans la réponse face a ces
trois stress, Cela s’explique par une fermeturestie®ates des la rencontre du stress afin de
réduire les pertes d'eau tout en maintenanttah de turgescence parfait des cellules
(Bousba etal ,2013), En effet, La réduction de [l'ouverture detomates réduit
I'évapotranspiration et augmente la résistance plastes face aux contraintes abiotiques,
certains auteurs annonce que I'ABA est responsdbledéclenchement de la fermeture
stomatique (Hamla2016).

Ainsi, pour garder le potentiel de turgeseeraussi élevé que possible, apres la chute
de la TRE dans les feuilles, les deux variétésaosntimulé certains osmoticums a l'intérieur
de leurs cellules. Certains auteurs tels (@iancucci etal ,2017)affirme que ces osmoticums
a de fortes concentrations agisse comme soluté ljagustement Cette osmorégulation peut
étre liee a I'accumulation des métabolites tels tpsesucres, les déhydrines , la proline,
entrainant ainsi un ajustement osmotique commens@dpa la chute du potentiel osmotique
(Sassi etal, 2012), ce mécanisme se traduit par une plus greapgacité d’attraction et de
rétention des molécules d’eau permettant aux eslldé maintenir leur pression hydraulique,
laquelle conditionne leur fonctionnement.

La diminution de la TRE est plus rapide chez lesét@s sensibles que chez les variétés
résistantes donc les génotypes qui maintiennentTiRie €levée dans la présence de stress
sont des génotypes tolérants (Mouellef, 2010), tet,eCertaines variétés possédant une
meilleure capacité a préserver leur statut hydriefu@ limiter les pertes de leur turgescence,
ce qui leur confere une meilleure aptitude a tolérestress, Cependant ceci est clairement
observable dans (la figure13)qui montre que laét@iVaha en présence de PEG, son statut

hydrique n’a pas trop diminuer par rapport a somoié .
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La conclusion d’apres de nombreux travaux qui é&gtréalisés, ainsi que nos résultat,
converge souvent vers la diminution de la TRE eés@nce d’'une contrainte abiotique
assavoir : hydrique, saline et thermique. Et qus gde génotype est tolérant au stress, plus
il tend a maintenir des TRE élevées en conditi@igithires (Parwata etl, 2013).

2. Analyse de la conductivité électrolytique (CE%) :

Les membranes cellulaires peuvent construire I'de® premiéres cibles affectées par le
stress chez les plantes, d’'ou la grande importdecka notion de stabilité membranaire, le
degré de dommage membranaire peut étre estiméedtelnent en mesurant le taux
d’électrolytes cellulaires, celui-ci se trouve étneersement proportionnel a la stabilité ou
lintégrité membranaire d’'ou une corrélation négatientre eux, La variation des taux
d’électrolytes sous différents stress, apporte um@rmation complémentaire sur le
comportement des variétés vis-a-vis ces contra{Btestahar 2017).

Les résultats obtenus indiquent que globalemenpderrcentage de fuite d’électrolytes,
autrement dit la conductivité électrolytique augteelorsque les deux variétés sont placées
dans un environnement stressant, en effet lesldsuiles plantes stressées perdent autant
d'électrolytes que celles des témoins, cette autatien varie selon le type de stress et selon
la variété testée.

La figurel4 montre que dans des conditions optisndés deux variétés (Waha et
Bousselem) présentent le pourcentage le plus q@stapant a un intervalle avoisinant, qui
va dans les alentours de 16 a 18 %.

En revanche dans des conditions stressantes aa teymh et face a leur témoins, le taux
des électrolytes a remarquablement augmenté et aeda les deux variétés (Waha et
Bousselem), en méme temps, on note que la varié@&Vihontre la plus forte augmentation
de la conductivité électrolytique pour le traitembydrique avec un taux de 32%, par contre
la variété Bousselem margue cette augmentationlddretement salin avec 26% ,

On remarque également selon cette figure que pouvariété Bousselem le taux de fuites
d’électrolytique s’accentue légérement dans lesx deaitements suivant: thermique et
I'hydrique présentant un pourcentage de 19% et B$pectivement, en contrepartie la fuite
des électrolytes chez la variété Waha soumiseraiternents thermique et salin, marque une
augmentation assez élevé par rapport au témoin awec valeur de 21% et 25%

respectivement.
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Figure 13: Variation de la CE(%) des deux variétés de bléédudiées soumis aux trois traitements
de stress abiotique (stress Th, stress S et stjgesndant4h.

Ces données trouvent leur confirmation dags tests statistique a I'aide de I'analyse
de la variance et la comparaison des moyennes @erductivité électrolytique, en effet ils
révelent des différences trés hautement signifieatpour I'effet traitemenip<0.001) et des
différences hautement significative pour l'effetngé/pes ainsi que linteraction entre

traitement et génotypep<0.01).

Tableau.10: Comparaison des moyennes de I'intégrité membramditenues a partir des trois stress
abiotiques appliqués aux deux variétés de blé dur.

Source ddl| Somme des Carré F de Fisher| Pr>F

carrés moyen
traitement 3 350,156 116,719 9,553 0,001 ***
génotypes 1 60,748 60,748 4,972 0,040**
traitement*génotypes| 3 190,365 63,455 5,193 0,011**

*) Effet significatif p<0.05 **) effet hautementggiificatif p<0.01 ***) effet trés hautement sigraéitif
p<0.001

Le test TUKEY avec un intervalle de confiance d&c9% analyser et comparer entre les
différents traitements, et il a fait ressortir uddférence significative envers toute les
interactions sauf pour les trois interactions swiga: stress hydrique*stress salin, stress
salin*stress thermique, stress thermique*témoint tedifférence n’était pas significative, la
différence significatif désigne que les deux vasétn répondu d’'une facon différentes envers
les traitements étudier, par contre I'effet nom#igatif révele que les deux variété testés ont

répondu de la méme maniere sous les traitemeptsatitparavent.
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Tableau.11 :Comparaison des différents traitements de l'intégriembranaire.

Modalités Différence | Différence | Valeur | Pr. > Diff | Significatif
réduite | critique
S hydrique ~ Témoin 9,203 4,560 2,861 0,002 Oui
S hydrique ~ S 6,131 3,038 2,861 0,035 Oui
thermique

S hydrique ~ S salin 0,722 0,358 2,861 0,984 Non
S salin ~ Témoin 8,481 4,203 2,861 0,003 Oui
S salin ~ S thermique 5,409 2,680 2,861 0,070 Non
S thermique ~ Témoin 3,073 1,523 2,861 0,448 Non

Valeur critique du d de Tukey : 4,046

Ce méme test classe les différents traitementsggroupes, dont la moyenne la plus élevée
(26.54%) pour le groupe (A) est enregistré pousttess hydrique, suivie du second groupe
(AB) avec une moyenne de 25.82% représentantdessialin, en troisieme position en note
une moyenne de 20.41% chez le stress thermiquséctiens le groupe (BC), alors que la
moyenne la plus faible est marquée au témoin ave®4% et classé dans le quatrieme et
dernier groupe (C).

Tableau.12 : Classement des traitements sous trois groupesigaificativement différents pour
l'intégrité membranaire

Modalités Moyenne | Regroupements
S hydrique 26,541 A
S salin 25,819 A B
S thermique 20,410 B C
Témoin 17,337 C

Le test DUNETT a réaliser la comparaison des tradt@s avec le groupe de contrble
témoin au seuil de 95,00 %, ce test confirme $&@xice d’'une différence non significative
entre les stress thermique et le témoin, et urférdrice significative entre les deux autres
traitements et le témoin, ce méme test pour leetacvariété a trouvé une différence
significative entre les deux variétés testés (WethBousselem), et il nous a permis d'isoler
deux groupes homogenes, la variété qui affiche dgemne la plus élevée avec une valeur
de24,12% est Waha affectée au groupe A, le secangbg B renferme la variété Bousselem
avec la moyenne la plus faible ayant une valel#(j@4%, cependant nos deux variétés testés

n’'ont pas la méme attitudes face aux traitemern¢seies.
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Tableau.13 Comparaison des trois traitements appliqués kvegmoin pour l'intégrité
membranaire.

Modalités Différence | Difféerence | Valeur | Différence | Significatif
réduite | critique d | critique
S hydrique ~ Témoin 9,203 4,560 2,592 5,232 Oui
S salin ~ Témoin 8,481 4,203 2,592 5,232 Oui
S thermique ~ Témoin 3,073 1,523 2,592 5,232 Non

Tableau.14: Comparaison des deux variétés étudiées pouédjiitt membranaire.

Modalités Différence Différence Valeur | Pr.> Diff | Significatif
réduite critiqgue
Waha ~ Bousselem 3,182 2,230 2,120 0,040 Oui

Valeur critique du d de Tukey : 2,998

Tableau.15 Classement des variétés sous deux groupes naficifvement différents pour
l'intégrité membranaire.

Modalités Moyenne Regroupements
Waha 24,118 A
Bousselem 20,936 B

La perte de stabilité des membranes cellulairesuitedpar les changements de
températures, se traduit par une diminution de apadté a maintenir le contenu
intracellulaire a I'intérieur de la cellule. On @pge donc une fuite du contenu intracellulaire
vers le milieu extracellulaire (Abdi et Zitouni 201 Une autre possibilité de fuite d'ions a
partir de la cellule peut étre due a une inhibifiwtuite par la chaleur des enzymes liées a la
membrane responsables du maintien des gradiemtsoelds dans la.

Les parois et les membranes des organelles cedlslgouent un role vital dans le
fonctionnement des cellules. Tout effet néfasten dtress thermique sur les membranes
conduit a la rupture de l'activité cellulaire odaamort. Une lésion aux parois, due a la
chaleur, peut étre mesurée par une fuite ionique JMésion aux membranes due a un stress
soudain de chaleur peut provenir soit de la déaatur des protéines membranaires soit de la
fonte des lipides membranaires qui conduit a laungdes membranes et a la perte du
contenu cellulaire.

Sous stress salin les feuilles des plantes accmtnulge concentration élevée de Na+,
linstallation de cette forte dose de sel chez \&gétaux est l'une des causes de
'endommagement des surfaces membranaires et dieskaydratation cellulaire, (Ouhaddach

etal, 2015). Celle-ci est la conséquence d’'une augrtientde la diffusion passive a travers
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la couche phospholipidique membranaire lésée pastriesss et/ou d’'une inactivation des
protéines participant au transport actifs des ions.

Sous stress hydrique les membranes cellulairestemdance a perdre leur stabilité
membranaire plasmiques, ce qui a pour conséquenpeite d’électrolytes et la fuite d’ions
dont les ions ¢2& contribuant ainsi a la perte de turgescence, (Boesal, 2013), ces méme
observation ont été rapportées par (Bentahar ,2017)

Ainsi nos résultats confirment les observations (Hamla,2015 ;Bentahar, 2017) qui
suggerent que sous un stress hydrique les membiagikgaires sont soumises a des
changements tels que 'augmentation de la pernitgabéllulaires qui peut étre vue a travers
laugmentation de la fuite d’électrolytes , il ambtés aussi que les valeurs d’électrolytes les
plus basses sont relevées chez les témoins (ano@te de 20%), en conditions stressantes le
taux d’électrolytes monte et atteint les 50%.

Les effets significatifs du stress hydrique surugimentation du taux d’électrolytes
cellulaire ont été rapporté par plusieurs auteudrschez plusieurs especes: l'orge par
(Kocheva etl, 2012), le blé et I'aegilops par (Benghersalldi,3)...etc

Cette aptitude de la variété de blé Bousselem aterar la stabilité de ses membranes
dans la contrainte hydrique et thermique observéupaaux de fuite d’électrolyte faible par
rapport au témoin, semble étre associée a des méwm d’évitement de la contrainte.
(Bouakez et Hamadouche, 2016nt représenté une composante majeure de la to&eala
sécheresse chez les plantes, La stabilité de |sbnag cellulaire, réciproque a la Iésion de la
membrane cellulaire, est un indice physiologiqugdment utilisé pour I'évaluation de la
tolérance a la sécheresse.

(Bajji et al, 2002) ont révélé que la conductivité électrolyéss bien corrélé avec le
niveau de résistance aux stress chez le blé dyweetes cultivars sensibles sont caractérisés
par le taux d’électrolytes élevés ; cela est olisatairement chez la variété Waha dans le
stress hydrique et la variété Bousselem dans éssstsalin, ou le taux d’électrolytes est
remarquablement éleveé selon (la figurel4).

Le taux éleve de la conductivité électrolytique elié en conditions de stress sont
principalement di & des dommages affectant les marab cellulaires qui deviennent plus
perméables, ces dommage peuvent profondémentrddéstucture ainsi que la fonction des
membranes (Bentahar, 201, 7pes résultats similaires chez différents typs plantes,
affrmant que plus la conductivité électriquegmente plus lintégrité membranaire
diminue (Bousba, 2009).

En effet sous contraintes abiotique a savoir thgumisalin et hydrique, la déstabilisation

membranaire est du a une désorganisation de I'stttecture des parois provoquée par le
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stress .Ces altérations peuvent résulter de déstmacmécaniques par plasmolyse (Kara et
Zerguine, 2016donc une différence significative dans la variatdes taux d’électrolytes
cellulaires affecte de maniere significative labdi® des membranes cellulaires des plantes.

A cette fin nous avons conclu que les stress ajies provoguent une hausse de la
viscosité des composants cytoplasmiques, Ainsthince des interactions moléculaires qui
peuvent provoquer la dénaturation des protéinds ision membranaire pourra augmenter
(Farooq etal, 2009), une large gamme de composeés a été idenpbur prévenir de telles
interactions moléculaires défavorables. Certaipatt® eux sont la proline, le glutamate, la
glycine betaine, le mannitol, le sorbitol, les tartes, les polyols, le tréhalose, le saccharose

et les oligosaccharides.

3. Analyse de la température foliaire (TE°C) :

La température est un facteur clé de la caoiss et du développement des plantes
conjuguée avec la luminosité, le dioxyde de carbdihemidité dans l'air, I'eau et les
nutriments (Tanja2017).

Les fluctuations de I'échelle des valeurs de tapérature foliaire en fonction des trois
traitements (hydrique, salin et thermique) appl&qeént indiqués dans la figure 15, ces
résultats montrent que la température foliaireegpéisitivement influencée par les trois stress
imposés, ainsi on note une augmentation des vatleuls température foliaire chez les deux

variétés (Bousselem et Waha) stressées.
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Figure 14: Variation de la Tf (°C) des deux génotypes de Olgs étudiés soumis aux trois
traitements de stress abiotique (stress H, stressttess Th) Pendant 4h.
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D’apres (la Figure.14), sous conditions optesalles deux variétés étudiées marquent des
valeurs approximatives entre 19.4°C et 18.6°C &wmrsselem et Waha respectivement

Au traitement du stress thermique la TF fluctueree25.66°C et 26.2°C chez les deux
variétés Bousselm et Waha, concernant les deussssain et hydrique, ceux-ci marquent
des valeurs proches entre eux et qui varient d€ 2824°C.

D’apres lI'analyse de la varian@fectuée sur les deux facteurs (traitement, g@m)tet
d’apres l'analyse de la variance de leur interacba constate I'existence d’'une différence

trées hautement significative entre génotype é@etreent (Tableau 16).

Tableau.16 :Comparaison des moyennes de la température éobbiienues a partir des trois stress
abiotiguesappligués aux deux variétés de blé dur.

Source ddl SC CM F de Pr>F
Fisher
traitement 3 105,898 | 35,299 | 63,650 | < 0,0001***
génotypes 1 5,704 5,704 10,285 0,005**
traitement*génotypes 3 15,371 5,124 9,239 0,001**

*++) Effet tres hautement significatif p<0.0001)ef hautement significatif p<0.005 **) effet
hautement significatif p<0.001**

Le test TUKEY au seuil 95% comparé entre éragnt(Tab.l7) celui-ci nous a confirmé
gu’il y'a des differences significatives qui appasgnt entre la pluparts des traitements sauf
pour les interactions entre S.thermique*S.hydri§ubermique*S.salin et S.salin *S.hydrique

qui démontrent des résultats non significatifs.

Tableau .17 :Comparaison des différents traitements de la teatyper foliaire.

Modalités Différence Différenc Valeur Pr. > Significati
e réduite  critique Diff f
S thermique ~ Témoin 5,383 12,521 2,861 <0,0001 Oui
S thermique ~ S hydrique 0,983 2,287 2,580 0,087 Non
S thermique ~ S salin 0,850 1,977 Non
S salin ~ Témoin 4,533 10,544 2,580 <0,0001 Oui
S salin ~ S hydrique 0,133 0,310 Non
S hydrigue ~ Témoin 4,400 10,234 2,120 <0,0001 Oui

Le regroupement des traitements a décelé la présdm deux groupes A et B (tableau
.18).le premier groupe A représentent les traitémestress thermique, salin et hydrique avec
des moyennes de 24,47°C, 23,57°C et 23.43°C régpeant. Le deuxiéme groupe B signale

le témoin avec une moyenne générale de 19.03°C.
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Tableau.18: Classement des traitements chez les deux varigtés la température foliaire.

Modalités Moyenne Regroupements
S thermique 24,417 A
S salin 23,567 A
S hydrique 23,433 A
Témoin 19,033 B

Le test TUKEY au seuil 95% classe le facteur varigt deux groupes A et B(Tab.19).le
premier groupe A représenté la varieté Waha avecnuoyenne de 23,10°C et le deuxieme

groupe B signale la variété Bousselem avec une nmeygénérale de 22,12°C.

Tableau.19:Classement des variétés sous deux groupes noficagmement différents pour la
température foliaire.

Modalités Moyenne Regroupements
Waha 23,100 A
Bousselem 22,125 B

Sous les conditions d’'un stress thermiqueigifaentation de la température foliaire chez
les deux variétés Bousselem et Waha est dus aautee tfanspiration et aussi a un effet
meécanique qui consiste a I'ouverture et la fermeeties stomates.

Selon, (Leinonen et Jones, 2004), le stress thermique drged températures de
I'environnement se trouve fréquemment associé faitdéydriqgue, non seulement parce que
les périodes chaudes sont souvent séches, mais aussuse de l'augmentation de la
transpiration qui dépend des conditions environmgales comme la lumiére, le niveau de
CO; atmosphérique et I’humidité relative, mais augs dspéces végétales, ceci est conforme
a nos résultats trouvés.

L’augmentation de la température foliaire sous wass salin des deux variétés étudiés
signifie qu’il y'a une faible transpiration, donmel fermeture stomatique, celui-ci réduit
'assimilation du Ce et conduit inévitablement a une réduction de iNé€ét photosynthétique
et augmentation de la température foliaires degtéa.

L’excés de Naprovoque également un déséquilibre dans les piopsrtle concentrations
des éléments minéraux indispensable au bon fomzioent des plantes (Orcutt et Nilsen,
2000) et réduit la disponibilité du*ket du Ho cela implique qu'i y'a une forte diminution de
la transpiration qui va a la suite induire une fetune stomatique.

Tout comme pour le Naune concentration élevée de @Glest pas compatible avec le

processus métabolique (forte dépolarisation destsires cellulaire) (Mansour et Salama,
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2004). L'effet spécifique de ces ions affecte Bigtité membranaire, I'activité enzymatique,
I'absorption de nutriments ainsi que le fonctioneatde I'appareil photosynthétique.

(Farineau et Morot-Gaudry, 2006). Ont montréada présence d’'un stress hydrique une
partie importante de I'énergie radiative incidees¢ dispersé sous forme de transpiration.

D’apres, (Hayoun ,2013).Une réduction de langpiration par fermeture stomatique se
traduit donc par un réchauffement de la feuille, g€l fait une augmentation de la
température foliaire de la plante. Ces résultats so accord avec nos résultats.

La réduction des pertes en eau par la fermetureatigue est un moyen d’adaptation des
plantes au stress. Cette diminution de la transpiraengendre une réduction de la
photosynthese. Les génotypes qui ont la capacit#opynthétique intrinseque la moins
affectée par le stress présentent une efficiencButksation de I'eau élevée et une plus
grande capacité de survie.

L’adaptation a des milieux aux régimes hydrgjuariables est en partie associée a
I'ajustement osmotique (Richards al, 1997). Ceci constitue le processus majeur peamtett
a la cellule de maintenir sa turgescence sous aiater hydrique (Zhangt al, 1999).
L'ajustement osmotique est réalisé grace a unemadation des solutés conduisant a un
maintien du potentiel de turgescence. Les sol@gsansables de la régulation osmotique sont
essentiellement des acides organiques, des acie®sa (proline, glycinebétaine), et des
sucres solubles.

Les deux variétés Bousselem et Waha ont r@agtress en mettent en ceuvre diverses
stratégies de défense, elles percoivent un stimquugngendre I'émission de signaux. Ceux-
ci sont transmis a l'intérieur de la cellule décleant I'activation de génes codant pour des
enzymes du métabolisme secondaire pour synthéliigenses molécules de défense.

D’aprés nos résultats, nous avons pu conclure, lguempérature foliaire des deux

variétés étudiés est influencée par les troisstiaslles ont subi.

4. Analyse de la résistance stomatigue (RS .s/cm)

D’apreés les résultats consignés dans (la figurela@ésistance stomatique du témoin des
deux variétés étudiées (Bousselem et Waha) moniee wariation entre (18,33s/cm et
3,2s/cm) dont la valeur importante est présentédapaariété Bousselem (18,33S/cm) et la
faible valeur est présentée par la variété WatZ2§8:m) comparant au témoin.

Sous le traitement thermique, le comportement dmsx dvariétés change totalement
comparativement a celui du témoin. Les valeursgmtent une RS faible qui va de 0,89s/cm

chez Bousselem a 0,69s/cm chez Waha. (Figure 15).
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Nous observons une augmentation de la RS cbeg & W au niveau des deux traitements
Salin et Hydrique, ainsi les valeurs enregistréest presque identique pour les deux
traitements, les valeurs observés du stress saf dibux variétés sont respectivement
28,46s/cm, 29,26s/cm et les valeurs observésrdasshydrique sont 27,40s/cm, 29,73s/cm

successivement.
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Figurel5: Variation de la Rs (s/cm) des deux variétés de chlé étudiées soumis aux trois
traitements de stress abiotique (stress H, stressttess Th) pendant 4h.

Les comparaisons des moyennes de la résistancetgjoe et I'analyse de variance,
montrent qu’il existe une différence trés hautensghificative entre les traitements et les
variétés et entre l'interaction (traitement X v&&s).

Tableau.20 :Comparaison des moyennes de résistance stomatitereues a partir des trois
traitements de stressa biotique appliqués aux datigtés de blé dur.

Source ddl Somme des| Carré F de Pr>F
carrés moyen Fisher
traitement 3 3453,781| 1151,260 508,628 < 0,0001***
géenotypes 1 55,632 55,632 24,578 0,000***
traitement*génotypes 3 296,174 98,725 43,617 < 0,0001***

*++) Effet tres hautement significatif p<0.0001)ef hautement significatif p<0.005 **) effet
hautement significatif p<0.001**

Le test TUKEY au seuil 95% comparé entre traérts (Tableau.21) celui-ci nous a
déemontré qu’il y'a des différences significativesi capparaissent entre la pluparts des
traitements sauf pour l'interaction entre S.salih{@rique qui démontrent des résultats non

significatives.
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Tableau.21: Comparaison des différents traitements de lateésie stomatique.

Modalités Différence Différence Valeur Pr. > Diff | Significatif
réduite critique
S salin ~ S thermique 28,070 32,316 2,861 < 0,0001 Oui
S salin ~ Témoin 18,090 20,826 2,861 <0,0001 Oui
S salin ~ S hydrique 0,300 0,345 2,861 0,985 Non
S hydrique ~ S thermique 27,770 31,971 2,861 < 0,0001 Oui
S hydrique ~ Témoin 17,790 20,481 2,861 < 0,0001 Oui
Témoin ~ S thermique 9,980 11,490 2,861 < 0,0001 Oui

Le test TUKEY au seuil 95% désigne l'existence dmstgroupes de traitements. Le
premier groupe (A) représente le stress salinressthydrique avec des moyennes 28,87s/cm,
28,57s/cm successivement, alors que le deuxiemapg(B) renferme le témoin avec une
moyenne 10,78s/cm et le dernier groupe(C) porstréss thermique avec moyenne 0,80s/cm.
(Tableau 22)

Tableau.22 Classement des traitements chez les deux vapétéda résistance stomatique.

Modalités Moyenne Regroupements

S salin 28,867 A

S hydrique 28,567 A

Témoin 10,777 B

S thermique 0,797 C

Le test Dunnett au seuil 95% comparé les troitetreents avec le témoin, celui-ci nous a
démontré gu'’il y'a des différences significatifdren chaque stress avec son témoin.

Tableau.23:Comparaison des trois traitements appliqués avemoin.

Modalités Difféerence | Différence Valeur Différence | Significatif
réduite critique critique
S salin ~ Témoin 18,090 20,826 2,592 2,252 Oui
S hydrique ~ Témoin 17,790 20,481 2,592 2,252 Oui
S thermique ~ Témoin -9,980 -11,490 2,592 2,252 Oui

Le test TUKEY au seuil 95% classe le facteur varién deux groupes A et B (Tableau
24).le premier groupe A représenté la variété Beless avec une moyenne de 18,77s/cm et

le deuxieme groupe B signale la variété Waha aneawoyenne générale de 15,73s/cm.

Tableau.24:Classement des variétés sous deux groupes nofictimement différents pour la
résistance stomatique.

Modalités | Moyenne Regroupements
Bousselem 18,774 A
Waha 15,729 B
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Sous les conditions de stress thermique, lag dariétés ont connus une diminution de la
résistance stomatique. Ce qui signifie qu’il y’aeunrte transpiration donc les stomates sont
ouverts. Nos résultats, sont en accord avec adeu¢@dbdi et Zitouni, 2014).

Selon, (Ykhlef, 2001) le maintien de la turgescetes tissus foliaires entraine une ouverture
des stomates et contribue au maintien d’'une aétphibtosynthétique importante.

Plusieurs études ont montré que, lors d'une cartedhermique, les plantes adoptent des
stratégies d’adaptation qui different d’'une esp@&ame autre et qui font intervenir une large
combinaison de facteurs morphologiques, physioleggget biochimiques (Monneveux et
Belhassen, 1997). De ce fait, ces changements @npda réflexion sur les stratégies a
entreprendre pour comprendre les mécanismes njgigrar les plantes afin de s’adapter aux
nouvelles conditions de I'environnement et de neaiimtleur croissance et leur productivité
(Trinchant etal, 2004). Pour se conformer aux conditions de sttemsnique, les plantes ont
créés de nouveaux mécanismes d’adaptation et deslfericompositions cellulaires afin de
garder le potentiel de turgescence aussi élev@possble.

En appliquant un stress salin, nous avons enrégistne augmentation de la résistance
stomatique chez les deux variétés étudiés, cqaigoe qu’il y'a une réduction de potentiel
hydriqgue donc une fermeture des stomates.

Durant le début et le développement du stress sallintérieur des plantes, tous les
processus majeurs tels que : la photosyntheseynthése des protéines, le métabolisme
énergétiques.etc, sont affectés. La premiere réponse est lactiéude la vitesse d'extension
de la surface foliaire, suivi par une fermeturerstbque (Parida et Das, 2005).

L’effet de salinité sur la photosynthese se matefessentiellement par la réduction de
'assimilation du CO2 et le ralentissement de iVé@ét du transport des électrons du
photosysteme. La réduction de la photosynthéséapsalinité est 'une des causes majeures
de la réduction de la croissance et de la prodtEtwégétale. Dans ce sens, les mesures de la
photosynthese sont souvent utilisées dans les fliddaptations des plantes a différentes
contraintes du milieu, telle que la salinité (Fsiretal, 2014).

D’aprés (Haouala eal, 2007).chez les céréales, les effets nutritionmkedsla salinité
incluent deux actions primaires du sel sur lestpkna toxicité directe due a I'accumulation
excessive des ions dans les tissus et un déséquililtritionnel provoqué par I'excés de
certains ions. L'accumulation des ions Na+ danpldate limite I'absorption des cations
indispensables tels que K+ et Ca2+. Il y aurait compétition entre Na+ et Ca2+ pour les
mémes sites de fixation apoplasmique. L'accumuladies ions Na+ affecte I'absorption de
K+ et ceci en fonction de la concentration du pernélément, ce qu'il fait elle empéche

I'ouverture des stomates.
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La concentration élevée du sel déclencheauggnentation dans les taux des hormones
végétales, comme I'ABA et les cytokinines (Paridaas, 2005).

L’acide abscissique est responsable de l'altérat@sgenes induits par le stress salin. Les
géenes inductibles de I’'ABA sont prévus de jouerdie important dans le mécanisme de la
tolérance au sel chez le riz.

(Bousbaetal, 2009) ont montré que le blé répond au stress ¢pydrpar une augmentation
dans la résistance stomatique. Ce qui reste corfaum résultats trouvés dans notre étude,
nous avons relevé la fermeture des stomates damtelex variétés étudiée, cette derniere est
due a la diminution du potentiel hydrique de lanpda cela conduit & une réduction du Co2
échangé et par conséquent a une diminution du plaotosynthétique.

D’autre part, divers auteurs attribuent le mécarise fermeture des stomates a un
contr6le hormonal (ABA et cytokinine).en effet,flexmeture des stomates chez les céréales
est contrdlée par un signal hormonal, I'acide assgue en réponse a I'assechement du sol.

Plusieurs travaux montrent que le déficit hydrighez les céréales, en particulier le blé
dur, affecte a la fois les phénomeénes stomatiqueresstomatique de la photosynthese.

D’aprés nos résultats, nous avons constaté quésistance stomatique des deux variétés
étudiés est influencée par les trois stress quetiesubi.

5. Analyse des protéines totales :

Dans l'optique de mieux comprendre les bases migli#es de la protéomique de la
tolérance au stress abiotique, des analyseSE®-PAGE ont été réalisées; en ayant
pour but l'identification des profils d’expréss des protéines totales impliquées dans la
réponse au trois traitement appliqués .

I Waha | [ Bousselem I

UONEIBIUL AP SIVS
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Figure 16 : Etude du Profil électrophorétique SDS-PAGE desédimes totales des feuilles de deux
variétés de blé dur (waha et bousselem) soumismiglstress abiotique (stress Th, stress S, ditess
pendant4h.

La différence entre profiles réside dans l'intedislative des bandes, dans le nombre de
bande obtenues ainsi que dans le poids molécuagdandes, en effet, chaque bande d'un
profil électro phorétique est composée de plusiguotéines de structure et de mobilité
différente.

Ce profil éléctrophorétique (figure 17) montre de® bandes obtenu chez les deux variétés
Waha et Bousselem en condition de stress sontnferte marquées (plus intense) et plus
nombreuse que ceux de leurs témoins.

L’intensité de la bande est liée directement aolacentration de la protéine (Arumingtyas
et al, 2013). D’autre part, un minimum de 50 pug de pr@giest requis pour qu'une bande
soit visiblement colorée par le bleu de coomassib®

Par ailleurs, la présence de bandes commuamdge génotypes, indique que les
protéines contenues dans les feuilles de blé poagentent a des concentrations variées
dépendant du geénotype (Jassoalk2002). Cette difference d’accumulation peésutter
d’'une différence dans la régulation du gene ou dlarganisation du génome par la présence

d’'un nombre élevé de copie de ce gene (Temagdifg)2

Le traitement des gels obtenus par le lefiGoft Photocapt 8 permet une bonne
visualisation des bandes ainsi que le calcule de p®ids moléculaires. Des différences
significatives ont été notées entre génotypes teé eraitements pour ce parameétre, Les deux

tableaux ci-dessous résument les résultats obtenus

Tableau.25 :récapitulatif du nombre de bandes révélés patrelgttorese SDS-PAGE des deux
variétés de blé dur (waha et bousselem) sousdii@iss appliqués (stress Th, stress S, stress H)

pendant 4h.
variétés traitements| Nombre Nombre
de totale de
bandes bande
témoin 17
s,thermique 13
waha s,salin 20 66
s,hydrique 16
témoin 21
s,thermique 14
bousselem s,salin 19 71
s,hydrique 17
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Tableau.26: Diagramme présence/absence des bandes dansilles fdes deux génotypes de blé dur

PM (Kda) |

étudiés soumis au différents stress abiotiquessirh, stress S, stress H) pendant4h.

9.120

12.360

15.672
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36| 44.016
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Ainsi, le tableau obtenu révele la présence de @RAdés differentes aux poids
moléculaires allant de116.61 KDa a 9.12 KDa.

12 d’entre elles ont été observées aussi bien lelseZmoins que chez les stressés pour la
variété Waha, C’est le cas des bandes 4, 6, 11158,318, 21, 25, 33, 40, 43 et 45, pour la
variété Bousselem on observe 10 d’entre elles,t@@esas des bandes : 5, 7, 11, 15, 18, 19,
22, 25, 29 et 49.
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D’autre part, 5 bandes n'ont été observées que lese&moins : 30, 38, 51, 55,61 pour la
varieté Waha, ayant un poids moléculaire qui vaee36.189 Kda a 112.184 Kda, et 10
bandes observées chez les témoins de la variétgs8lem : 9, 12, 23, 33, 36, 41, 47, 53, 59
et 62 d’'un poids moléculaire allant de 18.066 Kiid2a861 Kda.

Par contre, 4 bandes sont apparues chez la vavighé soumise au stress thermique. Cas
des bandes : 3, 10, 27 et 56. Ayant un poids migi&#eul3.360 Kda, 18.128 Kda, 34.540
Kda et 98.898 Kda respectivement, on retrouve lenen@ombre de bande chez la variété
Bousselem soumise au méme traitement, cas des dan8e 26, 35 et 39, de poids
moléculaire : 17.398 Kda, 32.39 Kda, 40.595 Kdé&6e280 Kda respectivement.

On ajoutant 200 mM de NacCl, on note la présence ldandes chez la variété Waha , cas
des bandes : 12, 28, 36, 42, 44,54, 58 et 63 @opbids moléculaire varie de 20.170 Kda a
116.612 Kda. Et 5 bandes sont apparues chez |&t&aBousselem soumise au méme
traitement, cas des bandes : 6, 20, 48, 52 et pértmant a l'intervalle du poids moléculaire
16.578 -111.551 Kda.

Apres 4h d’'un manque d’eau, 2 bandes sont app&es la variété Waha et Bousselem,
c'est le cas des bandes : 29 et 60 de poids maiéeuB5.734 Kda et 111.551 Kda
respectivement pour la variété Waha, et cas dedesan10 et 61 d’'un poids moléculaire
18.128 Kda et 112.184 Kda respectivement chezriétéaBousselem.

Comme on observe aussi la présence de 25 bandpseanentre les deux variétés testées
et entre les 4 traitements effectués, on retroayaésence de ces bandes une seule fois dans
un seul traitement et dans une seule variété aatredit se sont des bandes particulieres
appartenant a des protéines qui s’expriment spéeifnent.

La bande de 18.88 Kda et 26.11 Kda ainsi que cell88.67 Kda, représentent les trois
bandes qui se trouvent dans le témoin et les tr@itements appliqués chez la variété waha,
chez la variété Bousselem on note seulement dendkeb@d 8.88 Kda et 26.85 Kda) présentes
dans le témoin et les trois traitements appliqués.

Par contre on remarque que la bande de 20.52 KRda] Xda, 56.15 Kda, et 98.89 KDa
sont présentent dans les trois traitements et sdsdans le témoin seulement chez la variété
Bousselem.

Selon le Tableau.24, On remarque également quanidebde 98.89 KDa est spécifiques au
stress thermique, autrement dit cette bande camelsmt a une protéine qui s’exprime
uniquement dans le stress thermique chez les dmigtés étudiées, C’est le cas également de
la bande de 16.57 KDa pour le stress salin, pkeuad, dans le traitement hydrique on note la
présence de 6 bandes de poids moléculaire : 20082 X1,95 Kda, 23,80 Kda, 31,43 Kda,

35,73 Kda et 56,15 Kda , qui s’expriment seulement manque d'eau chez les deux
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génotypes Waha et Bousselem, a c6té, Dans destioosdbptimales on observe la présence
de 3 bandes spécifique pour les deux variétés WaBausselem ayant les poids moléculaire
suivant : 21.85 Kda, 23.80 Kda et 31.43 Kda.

On remarque aussi la disparition de certaine bapdesentent chez le témoin des deux
variétés lorsque ces derniéres sont soumise aressstdonc certainement le stress inhibe
'expression de quelques protéines, on cite I'eXende la bande numéro 30, 38, 51, 55 et 61
au poids moléculaire 36.189 Kda, 44.672 Kda, 84.B#ia, 98.265 Kda et 112.184 Kda
respectivement chez la variété Waha qui dispaezidant le traitement hydrique, salin et
thermique, ainsi pour la variété Bousselem on tatesence de la bande numéro 9, 12, 23,
32, 36, 41, 47, 53, 59 et 62 au poids moléculaB®d6 Kda, 20.170 Kda, 28.072 Kda,
37.890 Kda, 42.217 Kda, 56.480 Kda, 70.836 Kdet@5Kda,107.755 Kda et 112.816 Kda
respectivement, du cout on peut signer que le robsate de la variété Bousselem vu son
nombre élevé de protéines inhibées par le stréys €%t plus perturbé que la variété Waha
(5). Ces résultats concordent avec ceux de (leperfd2) dans I'étude du stress salin.

Plusieurs auteurs ont montré que le stress entwenadiausse des protéines totales pour le
stress salin(Bouchoukh, 2010pour le stress thermique et (Bousbaa, 2012) powtréss
hydrique, ceci concorde exactement dans notre itralles deux variétés étudiées ont
répondue aux conditions des trois stress applipaésine hausse dans le niveau de protéines
totales comparativement aux témoins, ce qui comfigue les contraintes abiotiques induisent
des modifications quantitatives et qualitativessliansynthése des protéines.

Ce résultat peut étre expliqué par le fait que lente cherche a protéger son intégrité
morphophysiologique, en réponse aux dommages etféets défavorables du stress appliqué
en élaborant des enzymes et des protéines dorildeest de neutraliser les molécules
géneérées par ce stress (Gardés-Albat, &003).

La stimulation des protéines est due a une adivatiun ensemble de genes permettant la
synthése des protéines spécifiques associées aeps Sui assurent une protection de
l'ensemble vital des protéines cellulaires pour ntemir les structures protéiques et
membranaires de la cellule végétale.

Certains auteurs, soulignent que ces protéinestesdiors d’un stress «protéines de stress»
(Hamilton et Heckathorn, 2001) telles que les pna® «LEA» « AQP » et « HSP », peuvent
s’associer a la protéine en cours d’élongationtailése les conformations intermédiaires,
elles permettent la remise en forme de protéineseppament dénaturées ou en modifiant
temporairement la conformation des protéines paugilifer leur pénétration dans les

organites. Ces protéines sont en association lavietérance au stress dans de nombreuses
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plantules, surtout pour le cas des cultures anmmdkls que les céréales (Bouakez et
Hamadouche, 2015).

De se fait, on note 11 bandes chez la variété \Wahmise a un stress thermique au terme
de 45°c, ces bandes appartiennent au groupe de&HSP) a faible poids moléculaire allant
de 10 a 40 Kda, par contre chez la variété Bousseteenregistre 10 bandes appartenant a ce
groupe de protéines, un autre groupe existe de® §HSP27), signalé dans les deux variété
étudiés (Waha et Bousselem) avec difféerent poidecntaire dont 26.11Kda et 26.84Kda
respectivement. Dans le méme traitement et seldiglae 24, deux bandes sont apparus
chez la variété Waha et 3 bandes chez la variétiédgtem , ces bandes font partie de groupe
de protéine thermostable HSP60 dont leur poids ecntdé@e varient entre 40 a 60 Kda, on
note aussi la présence d’'une seul bande au poitkcuot@ire 66 Kda appartenant au groupe
des HSP70 chez la variété Bousselem, en revanclegié&é Waha ne présente aucune bande
de ce poids moléculaire, Une bande du méme poidéculaire (98.89 Kda) est notée pour
les deux variété (Waha et Bousselm) lier au gralypkaut poids moléculaire HSP100.

Certain homologue constitutif des Hsp70 existe, dessHsc70, ce type de protéine ne sont
pas induite par un stress elles sont exprimées lelsealantes placés dans un environnement
favorable (Wirth et al 2003), ceci est absolumdrgenvé dans (le Tableau.24) ou la bande
numéro 47 de poids moléculaire 70.03 Kda cheznhmiié de la variété Bousselem.

L’'un des mécanismes cellulaires de défense comirstness thermique c’est I'expression
de protéines de choc thermique, (Hsp), Ces praassurent une protection lors d’un stress,
on les trouve également surexprimées lors de I'sitipa des plantes a la sécheresse, ou a des
fortes teneurs en sel, (Wangét2004).

Cependant, 3 bandes ont été enregistrés pour les darietés soumise aux deux
traitements hydrique et salin avec un poids mokmilallant de 25 a 33 Kda, ces bandes
semblent appartenir au groupe des AQP, ce typesratéines s’exprime sous conditions
stressantes assavoir salin et hydrique. Ce tymeatéines semble régulée 'homéostasie d'eau
lorsque ce dernier est perturbé par le stressduyeriSrivastava etl, 2016).

Comme on note aussi la présence de 16 bandes basnde numéro : 4, 11, 13, 15, 18, 21,
25, 29, 33, 37, 40, 43,45, 50, 57 et 60 ayant udspmoléculaire de 9 Kda jusqu’'a 116.612
Kda, chez la variété Waha soumise au traitementidyel Dans ces méme condition, on
enregistre 17 bandes, cas des bandes numéro 16, ¥1, 13, 15, 16, 18, 22, 25, 29, 34, 38,
40, 46, 56 et 61 ayant le méme intervalle du poidgculaire que la variété waha, ces bandes
obtenu en ces conditions semble appartenir a deéipes approprier a la famille des DHN,
ces protéines induites par le stress hydrique, s@st efficaces dans la protection des

membranes cellulaire (Neffar 2013).
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En conditions standards, les protéines thermostafidiN) s’accumulent a moindre
mesure, comparativement aux conditions stressanias, difference englobe également
l'intensité des bandes révélées, effectivementclienulation des DHN confere aux cellules
une protection contre les effets de la déshydmatdtiamla2016)

On peut conclure que le stress cause de proforitigatemns du métabolisme cellulaire
(Iskandar etl, 2011), de ce fait, la réaction des plantes a ilestions défavorables se traduit
notamment par la synthése rapide de polypeptidess;Hangements dans le profile protéique
(I'inhibition de certaines protéines, la surexpr@ssde certaines d’autres et I'apparition de
nouvelles protéine) interviennent suite a beauariptress environnementaux parmi lesquels
le manque d’eau, la salinité et la haute tempésatur

Ces protéines ainsi exprimé ont une grande impeetalans I'adaptation des plantes au
stress. Une partie des protéines induites ont anetibn directe dans I'augmentation de la
tolérance au stress (protéines fonctionnelles)uttéa ont une fonction dans la chaine de
transduction (protéines régulatrices) qui aboutigota production de protéines fonctionnelles
(Temagoult, 2009).

Tous d’'méme le r6le précis de ces protéines resegtain, bien que leur séquencage et la
comparaison avec les banques de données pernsitesent de leur supposer une fonction.
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Conclusion

Certaines études ont permis de décrire les caempents variés vis-a-vis des contraintes
abiotiques qui régnent dans I'environnement declgaliculture Algérienne et en particulier
de distinguer celui des variétés améliorées.

Le stress abiotique affecte le développemere dion fonctionnement des plantes. Par
ailleurs, la plante doit disposer des mécanismadagitation qui lui permettent de supporter la
sécheresse, la haute température et la salinigptiecipaux mécanismes de la tolérance a
ces contraintes demeurent la résultante de plissaations : L'expression de différents genes
et 'accumulation de diverses osmolytes.

Dans le cadre de ce travail, on s’est ist&¥es a comparer les comportements des deux
variétés de blé dur (Bousselemn et Waha) vis-alessdifférents stress abiotique (thermique,
hydrique et salin). Au cours de nos travaux noussreommes basées sur |'utilisation des
parametres physiologiques et biochimiques perntetiansi de démontrer I'adaptation des
deux variétés aux stress appliqués.

Le travail réalisé dans cette étude, nousreiged’avoir certains renseignements sur les
différents effets du stress abiotique sur les pateen étudiées et également la condensation
des protéines activés dans les deux variétés Bleunsset Waha. L'étude physiologique
montre que les stress appliqués ont provoquésathetion de la teneur relative en eau et de
lintégrité membranaire, Cependant, la résistanomatique ainsi que la température foliaire,
ont connu une augmentation chez les deux variétigefois, nous pouvons signaler que les
deux variétés de blé dur utilisent les mémes gfiedépour tolérer le stress hydrigue,
thermique et salin.

D'un autre c6té, I'analyse des gels de pmeteia révelé une différence significative dans
le nombre et l'intensité des bandes mais aussiaidspmoléculaire dont I'expression était
modifiée par les trois stress soit hydrique, theumi ou salin. au totales de 62 bandes
différentes d’'un poids moléculaire allant de 9.1KBall6.6KDa, nous avons noté un
comportement diversifié dans I'expression de cesepres chez les deux variétés, d’ou nous
avons remarqué la présence ou absence de certgindss chez les témoins de méme chez
les stressés, d’'autre part il existe un nombre apbdes bandes révélées seulement chez les
variétés en condition de stress. Ces bandes repe@sales protéines de stress dont les LEA,
AQP et HSP. Ceci est confirmé par la plupart debereches faites sur les plantes cultivées
sous stress abiotique et qui ont signalé la présdas LEA avec un poids moléculaire allant
de 9 a 200KDa, AQP de 25 a 35KDa et HSP de 9a10&. KD

Ces protéines jouent un réle primordial dan®slérance, la protection et la stabilisation des

membranes ainsi que les comportements cytoplassiideela plante, pour s’adapter aux
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conditions de l'environnement auxquelles elle emtflontée, et par conséquent arrive a
maintenir un fonctionnement satisfaisants et uakilgé du rendement.

D’apreés les résultats des différents paramétnediés pour les deux variétés nous pouvons
déduire que leur réponse face aux trois contraml@stiques appliquées, est sous un contréle
géneétique.

A travers cette étude, nous pouvons conclureedjpart que le stress abiotique provoque
l'installation de nombreux mécanismes d'adaptatatrez les deux variétés étudiées, la
différence réside dans la variation des réponsegtakes pour chaque paramétre. D’autre
part, il est clair qu'a partir des résultats obtesur I'expression des protéines en conditions
de stress abiotique, que les deux variétés cumulentombre important de protéines ceci

suggere que ces variétés semblent étre mieuxandtgsdux contraintes abiotiques.

Perspectives :
Les résultats obtenus laissent entrevoir de meuases perspectives qui nécessites des

études plus approfondies, a s’avoir :

v' En s’intéressant surtout a I'aspect de la génétigakéculaire de la tolérance aux stress
salin, thermique et hydrigue comme étant troisefaict limitant la production en matiere
cérealiere en région arides et semi arides.

v" Tout en continuant d’étudier les caractéres modiques et biochimiques qui restent
importants dans la caractérisation des variétéblélell importe également d’utiliser
I'analyse moléculaire pour une meilleure connaissagenétique des especes afin de
mieux les discriminer.

v' Essayer des durées prolongées supérieures a 4heomase temps d'acquisition
d'images surtout pour les plantes stressées.

v' D’étudier la résistance aux stress biotiques.

(\

Elargir I'étude en comparant plus de variétés éedoir.
v" Introduire les génes impliqués dans la résistancaceglérer le processus de création

variétale.
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Annexe

Annexe.oi

Solution nutritive de Broughton et Dillworth

(BD)
1) CaCl2 2H20 2M 5ml/10L
2) KH2PO4 1M 5ml/10L
3) MgS0O4 7H20 05M 5ml/10L
K2S04
05M
MnSO4
2mM
4) Fe, EDTA 195 Mm 12.5 ml/L
5) Oligoeements
H3BO3
4 mM 5 ml/ 10L
MgSO4 7H20
CuS04 5H20 1 mM
COS04 7TH20
0.4 mM
NaMo O4 2H20
0.2 mM
0.2 mM

%+ Ces volumes sont valables pour une préparation aki Snilieu BD.



Annexe

Annexe.o2
Solution et tampon utilisés pour SDS-PAGE

» Solution d’acrylamide : bis acrylamide T=30% C=2.6%6

Acrylamide 0]e:}
N,N’methylenebisacrylamide 0.8¢9

Eau distillée 100ml

» Solution APS (Ammonium Persulfate) a 10%

APS 19

Eau distillée 10mi

» Solution stock de SDS (Sodium dodecyl sulfate) a10%
SDS 10g

Eau distillee 100ml

Solutions de I'extraction des protéines totales

» Solution de précipitation (A)

TCA (100%) 10 ml (10¢@A/100ml acetoney»  10%
B-mercaptoéthanol 70 ml —  0.07%
Acetone Qsp 100ml

-Conserver la solution a -20°C

» Solution de rincage (B)

B -mercaptoéthanol 70 ml — 0.07%
Acétone Qsp 100ml
-Conserver la solution a -20°C

» Tampon Laemmli 2X

TrisHCI pH6.8: 1.25ml
100%Glycerol: 2.5ml
10%SDS: 2ml
Bleu de bromophénol:  0.2ml
Eau distillée : 9.5ml

-Conserver la solution a 4°C
» Tampon d’electrophorése 10XpH 8.3

Tris base 30.30g
Glycine 144.10g
SDS 10g
H20 1L

» Solution de coloration (pour un seul gel)

Solution mére de Bleu de Coomassie R-250 250 mg
Méthanol 400m|
Acide acétique 70ml
H>Odi QsplL




Annexe

> Solution meére de bleu de Coomassie R250

Bleu de Coomassie R250 109
Ethanol 95° Qsp 1®30

» Solution de décoloration

Méthanol 50ml
Acide acétique 70ml
H20 Qsp 1L

Composition de KIT(LMW)

Protéines Poids moléculaire (KDa)
Phophorylase b 97
Albumin 66
Ovalbumin 45
Carbonic
Anhydrase 30
Trypsin inhibitor 20
a-Lactalbumin 14
Annexe.o3

Préparation des gels

» Gel de séparation (running gel) T=15%

Acry-bis40% 2.2ml
Tris-Hcl.pH8,8(1.5M) 1.5ml
SDS10% 510
APS 10% d0o
TEMED d
H>0O 2.15ml
Volume finale eml

> Gel de concentration (stacking gel) T=4%

Acry-bis40% 0.2ml
Tris-Hcl.pH6,8(0.5M) 0.5ml
SDS10% g0
APS10% 10
TEMED 2

H20 1.27ml

Volume finale 2ml



Encadrant: Pr. Nadia. Ykhlef Soutenu le : 15/06/201
Etudiant: Melle. AMROUCHE Iméne
Melle. MESBAH El-kahinaAkila

Titre : Effet de stress abiotique sur 'accumulation deggines totales chez deux variétés de blé

(Triticum durumDestf.)
Résumé :
Le blé dur est considéré comme une culture strgiégen Algérie caractérisée par un climat arfdes

et semi-arides. Toute fois, la croissance de ceftare et 'amélioration de son rendement sontdis

par le manque d’eau, la température élevée etitatéales sols ainsi que des eaux d'irrigation.

La compréhension des mécanismes moléculaires éeatale au stress chez le blé, demgure
primordiale afin de pallier aux effets néfastessttess, les stratégies adaptatives mises ere péa !
cette céréale induisent des modifications dangiegrammes transcriptionnels d’'un assortime ! de
géenes conduisant a la synthése de protéines ditéipes de stress par la technique d’électroph@rese
SDS-PAGE.

L’études actuelles s’est fixée comme objectif, éiser une étude comparative du comporterfpent
de deux variétés de blé duifriticum durumbDesf) qui sont Waha et Bousseleem réponse a
stress sévére pendant 4h,tout en ajoutant 200mNiadke pour un stress salin, 20% de PEG podr le
stress hydrique, et une température de 45° powstness thermique ces dernies sont appliqugs au
stade trois feuilles début de I'apparition de latgéme feuille, cette comparaison est établigl au
niveau physiologique et biochimique, en se focatisar le profil d’expression des genes de répfpnse
au stress.

Les résultats obtenus ont montrés que les traésstppliqués causent des changements dals les
différents parametres étudiés chez les deux géestya sensibilité des deux variétést@ observé

d’'une maniére variable d’'un génotype a 'autre.odtre, il s’est résulté que les deux variétés mejte

en place les mémes mécanismes pour répondre as appliqués.

Mots clés : blé dur, stress abiotique, PEG, NaCl, protéinestisdss, SDS-PAGE

Laboratoire de recherche :Génétique Biochimie et Biotechnologie végétale

Jury d’évaluation :
Président : Mme. BOUSBA Ratiba (MCA-UFM Constantine).
Encadrant : Pr. YKHLEF Nadia (Professeur UFM Constantine).
Examinateur : MOUELLEF Adra (UFM Constantine).

Année universitaire
2016 — 2017




