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Résume :
La compréhension des mécanismes de tolérance au stress chez le blé, demeure primordiale
afin de pallier aux effets néfastes du stress et dévoiler les stratégies adaptatives mises en

place par cette céreale.

Deux variétés de blé dur (Triticum durum Desf.) Beliouni et Waha ont été utilisées dans
nos expérimentations. Dans un premier temps, une étude de la germination a été réalisée en
présence de NaCl (0, 100 et 200mM) et en présence de PEG-6000 (0, 10 et 20%), en prenant
en compte différentes variables représentatives de la réponse des variétés étudiées a ce stade.
Ces mémes variétés ont été ensuite cultivées en chambre de culture pendant trois semaines
(stade troisieme feuille), a I’issue desquels le lot de plantes stressées fut irrigué avec des
solutions contenant les deux osmoticum (NaCl et PEG-6000) suivant les concentrations
précédemment mentionnées. Différents paramétres ont été considérés : le taux de
chlorophylle, la teneur relative en eau, le taux de sucres solubles et le taux de proline, ainsi

que 1’électrophoreése SDS-PAGE des protéines foliaires totales.

Les résultats obtenus ont montré que le NaCl et le PEG-6000 ont un effet dépressif sur le
taux de germination et sur la croissance des plantules. Un effet qui varie en fonction de
I’intensité¢ du stress et de la variété considérée. Cela a également induit des différences
notables aussi bien pour le taux de sucres et de proline qui se traduisent par une hausse des
valeurs observées. Que pour la teneur relative en eau et le taux de chlorophylle qui ont
tendance a diminuer en présence de stress. Le PEG-6000 s’est avéré étre 1’osmoticum le plus
préjudiciable. Les différences observées concernant les bandes protéiques révélées par
SDS-PAGE, touchent aussi bien le poids moléculaire et I’intensité. Les deux variétés étudiées
répondent toutes deux aux agents de sélection, mais dans des proportions différentes qui

varient également en fonction du type d’osmoticum et de la sévérité du stress.

Mots clés : Blé dur, NaCl, PEG-6000, germination, tolérance, troisieme feuille.



Abstract:

Understanding the mechanisms of stress tolerance in wheat remains essential in order to

cope with the stress negative effects and to pinpoint the involved adaptive strategies.

Two varieties of durum wheat (Triticum durum Desf.) Beliouni and Waha were used in
our experiments. Initially, a study of germination was carried out using NaCl (0, 100 and
200mM) and PEG-6000 (0, 10 and 20%), while considering various representative variables
for the genotype responses at this stage. These same varieties were then cultivated in growth
culture for three weeks (at the third leaf stage), followed by a stress application using the
same solutes with the concentrations mentioned above. Various parameters were considered:
chlorophyll content, relative water content, soluble sugar and proline content, as well as an

SDS-PAGE electrophoresis of total leaf proteins.

The obtained results showed that NaCl and PEG-6000 have a depressive effect on
germination rate and seedling growth. This effect varies according to the stress severity and
the considered variety. It also led to notable differences in sugar and proline contents which
resulted in a rise of the initial values. As well as in the relative water content and the
chlorophyll content, but with a tendency to decrease under stress. The observed differences
regarding protein bands revealed by SDS-PAGE electrophoresis affected the molecular
weight and the band intensity. Both studied varieties responded to the use of selective agents

but in a different extent which also varies according to the solute and stress severity.

Key words: Durum wheat, NaCl, PEG-6000, germination, tolerance, third leaf.
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Introduction

Les céréales occupent a I’échelle mondiale, une place primordiale dans les programmes de
recherche agricoles (Slama et al., 2005). En Algérie, cette place est tout aussi importante dans
la mesure ou le pays cherche a atteindre 1’autosuffisance. Toutefois, la céréaliculture
algérienne reste tres dépendante des conditions climatiques. Cette derniére est d’ailleurs trés
influencée par les effets nefastes des stress abiotiques notamment le stress salin et le stress
hydrique (Djermoune, 2009).

La sécheresse et la salinité sont les contraintes environnementales qui causent le plus de
dommage aux productions agricoles. En effet, chaque année les surfaces perdues a cause de
ces deux stress sont considérables. Un milliard d’hectares sont menacés dans le monde dont

3,2 millions en Algérie (Toumi et al., 2014).

Cette dégradation du couvert végétal est surtout valable pour les zones arides et semi-
arides ou les changements climatiques deviennent de plus en plus contraignants pour la
croissance et le développement des plantes. Ces écosystemes sont caractérisés par une forte
irrégularité des précipitations (Rezgui et al., 2004) associée a une importante évaporation

favorisant I’accumulation des sels dans le sol (Hkayet et Abdelly, 2004).

Pour faire face a de telles situations hostiles, les plantes ont développé des stratégies en
mettant en place des mécanismes de réponse leur permettant d’ajuster leur systéme
métabolique. La tolérance est un phénoméne complexe, faisant intervenir de nombreux
éléments. Ces derniers interagissent entre eux et agissent en synergie afin d’aboutir a une

réponse coordonnée et efficace (Oukkaroum, 2007). .

Les techniques de biotechnologies vegétales se sont avérées efficaces d’une part pour
comprendre ces mécanismes d’adaptation et d’autre part afin de créer un matériel végétal
tolérant aux différentes formes de contraintes environnementales (salinité, sécheresse...etc.)
permettant ainsi aux aires de cultures d’assurer une meilleure suffisance alimentaire

(Benderradji et al., 2016).
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Dans ce contexte et a travers notre étude nous avons tenté de répondre aux objectifs

suivants :

e Evaluer le comportement germinatif de deux variétés de blé dur soumises & un stress
salin imposé par le biais du NaCl et un stress hydrique imposé par 1’utilisation du
PEG-6000.

o Effectuer une étude comparative de quelques mécanismes de réponse relatif aux stress

hydrigue et salin.

Ce mémoire est structuré en trois grands chapitres qui sont devancés par une

introduction :

= Le chapitre I, représente une synthese bibliographique mettant I’accent sur I’importance du
matériel végétal ayant fait 1’objet de cette étude. Mais aussi I’impact du stress hydrique et
salin sur les plantes et les mécanismes d’adaptation mise en place pour face a ces deux
contraintes. Pour finir avec un petit apercgu sur les approches utilisées pour 1’amélioration

de la tolérance.

= Le chapitre 1l, englobe une description du matériel végétal, des conditions de culture et

des parametres d’analyse choisis pour répondre aux objectifs fixeés.

= Le chapitre Ill, est quant a lui réservé a la description des résultats ainsi que leurs

discussions. Pour finir le manuscrit est soldé par une conclusion et des perspectives.
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1. Le blé

1.1. Généralité sur la céréaliculture

Les grains des ceréales ont été parmi les premiers a étre cultivés et récoltés. Les anciennes
civilisations prospérérent en partie grace a leur aptitude a produire, engranger et distribuer ces
grains principalement le blé, le riz et I'orge (Choueiri, 2003).

Selon la FAO (2019), la production mondiale de céréales en 2019 entrevoit une hausse de
1,2 pour cent par rapport a I’année 2018, soit un volume de 2,685 milliards de tonnes.

En Algérie, tout comme en Afriqgue du Nord, ces cultures représentent la principale
spéculation et draine plusieurs activités de transformation; en semoulerie, en boulangerie et en
industrie alimentaire. Elles constituent également la base de I'alimentation et occupent une place
privilégiée dans les habitudes alimentaires des populations aussi bien dans les milieux ruraux
qu'urbains (Aidani, 2015).

Toutefois malgré les superficies et les efforts fournis, le rendement reste insuffisant pour
atteindre 1’autosuffisance d’une part a cause d’une population toujours en croissance et d’autre
part en raison des probléemes climatiques, tel que la pluviométrie variable et faible, qui se
traduisent par des contraintes hydriques, salines et thermiques. On peut aussi rajouter les stresses
biotiques tel que les maladies et les parasites comme des facteurs agro-alimentaires qui jouent un
role dans la limitation de la céréaliculture algérienne (Benabdelkader et Nouar, 2018).

1.2. Classification botanique du blé

Le blé est une plante monocotylédone de I’ordre des poales, de la famille des poaceae appartenant

au genre Triticum (Feillet, 2000). C’est une céréale dont le fruit sec et indehiscent, est appelé

caryopse. Les deux especes les plus cultivées et les plus importantes sont le blé tendre (Triticum

aestivum) et le blé dur (Triticum durum Desf.) (Tableau.1.), mais il existe de nombreuses autres

especes qui se différencient par leur degré de ploidie (diploide, tétraploide et hexaploide) ainsi que

par leur nombre de chromosomes (14, 28 et 42 respectivement) (Benderadji, 2013).



Chapitre | Revue bibliographique

Le blé dur est conventionnellement associé a I'industrie des pates alimentaires et de la semoule.
Tandis que le blé tendre est couramment utilisé pour la fabrication du pain (Benseddik et Benabdelli,
2000).

Tableau 1 : Classification taxonomique du blé dur (Feillet, 2000).

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédone
Ordre Poales

Famille Poaceae

Sous famille Festucoideae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum Desf.

1.3. Origine genétique

La plupart des recherches archéologiques ont confirmé que les origines du blé se situent dans
le croissant fertile (Boulal et al., 2007) plus précisément au sud de 1’Anatolie et au nord de la
Syrie (Figure 1). La culture du blé a été diffusée par la suite vers 1’ Afrique, 1’Asie et I’Europe a

partir de cette région (Amrouche et Mesbah, 2017).

La filiation génétique des blés est complexe et incompleétement élucidée. L’ origine génétique
du blé provient du croisement entre Triticum monococcum (porteur du génome A) et d’une
graminée sauvage nommée Aegilops speltoides (porteuse du génome B). Un dédoublement
chromosomique a permis I’apparition d’un blé dur tétraploide possédant un génome AABB avec

un nombre total de chromosomes de 2n = 28 (Levy et Feldman, 2002 ; Huang et al., 2002).
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Figure 1 : Le croissant fertile (Abbo et al., 2010).

Le blé tendre est une espéce hexaploide possédant un génome de type AABBDD avec un
nombre total de chromosomes de 2n = 42. 1l provient d’une hybridation suivie par un doublement
chromosomique entre Triticum turgidum (AA BB) et Aegilops tauschii (DD) (Figure 2) (Levy et
Feldman, 2002 ; Huang et al., 2002).

AB (2n=2x=14)
Doublement chromosomique

v
ABD (2n=3x=21)
Doublement chromosomique

BIlé tétraploide cultivé BIlé héxaploide
Triticum durum Triticum aestivum
AABB (2n=4x=28) AABBDD (2n=6x=42)

Figure 2 : Origine génétique du blé (Debiton, 2010).
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1.4. Importance économique et nutritionnelle

Le blé occupe une place primordiale parmi les céréales cultivées et consommées dans le
monde avec une production annuelle d’environ 757 millions de tonnes (FAO, 2019). Les
habitants des pays arabes semblent étre les plus gros consommateurs a 1’échelle mondiale. Prés
de 700 grammes par personne et par jour au Maroc, environ 600 grammes pour : la Tunisie,
I’Algérie et ’Egypte, contre 400 grammes en Inde ou encore 320 grammes en France (Abis,
2012).

En Algérie, la céréaliculture constitue 1’une des principales activités, notamment dans les
zones arides et semi-arides (Ducellier, 1931). On estime qu’environ 3.5 millions d’ha des
superficies agricoles est consacré a la culture des céréales, cela a d’ailleurs été confirmé par les
statistiques de I’année 2017 de IONFAA (Observatoire National des Filiéres Agricole et
Agronomie), dont 40% est occupée par le blé dur (Benabdelkader et Nouar, 2018).

La majorité des utilisations du blé concerne en premier lieux 1’alimentation humaine grace a
sa richesse en protéines et a la présence du gluten qui donne aux pates alimentaires une meilleure
tenue & la cuisson. D’ailleurs, la production de pates alimentaires, de pains levés et non levés, de
couscous ainsi que d'autres aliments traditionnels est couramment associée a 1’utilisation du blé
dur (Graziano et al., 2019). Mais aussi la paille qui est utilisée comme aliment pour les animaux
(Hébrard, 1996 ; Doré et Varoquaux, 2006 ; Debiton, 2010).

Depuis quelques années on a également recours a cette céréale dans le secteur industriel, pour
la fabrication de biocarburant ou encore de bioplastiques a base de gluten ou d’amidon. Les
principaux débouchés sont les sacs plastiques, les plastiques agricoles, les emballages et certains
produits d’hygiéne. Dans 1’industrie pharmaceutique, il pourrait étre utilisé en tant que
dragéifiant, liant ou encore principe actif tel que le sorbitol. Dans de moindres proportions,
I’amidon transformé peut étre employé dans la fabrication de papier, de carton, mais aussi de
détergents (Debiton, 2010).

L’importance du rdle économique et nutritionnel des céréales fait que chaque pays dans le
monde se doit de se prémunir et d’assurer un minimum de sécurité alimentaire. Pour cela, les

gouvernements mettent en place un ensemble de politiques, de plans, de mesures et de
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précautions pour veiller au bon maintien et au développement de ce secteur agricole (Bourihane
et Mekkaoui, 2013).

2. Les stress hydrique et salin chez les plantes

2.1 Notion de stress

Selon Levitt (1980), le terme stress désigne 1’effet néfaste d’un facteur de I’environnement
sur un organisme vivant. D’aprés Hopkins (2003), il s’agit de toute force ou condition hostile qui
tend a empécher le fonctionnement normal de la plante (croissance, développement et
productivite). Ce terme regroupe & la fois les stress biotiques (causés par d’autres organismes
vivants) et les stress abiotiques (se présentant a chaque fois qu’il y a un excés ou un déficit dans

I’environnement physique ou chimique de la plante).
2.2. Stress abiotique

Le stress abiotique est lié a I'action néfaste du non-vivant sur le vivant, en particulier I’action
exercée par les facteurs environnementaux ; susceptibles de déclencher des modifications
dommageables, provoquant ainsi chez une espece végétale une augmentation du taux de mortalité
de la population (Amrouche et Mesbah, 2017). En revanche, la réponse du végétal dépend, entre
autres : des parameétres environnementaux (tels que le type de la contrainte : sécheresse, salinité

température extréme) et génétiques (espece et/ou génotype) (Hopkins, 2003).
2.3. Stress hydrique

Le stress hydrique est un probleme sérieux dans beaucoup d’environnements arides et semi-
arides, ou les précipitations changent d’année en année et ou les plantes sont soumises a des

périodes plus ou moins longues de déficit hydrique (Boyer, 1982).

Lamaze et al., (1994) définissent le deficit hydrique comme étant une baisse de la
disponibilité de I'eau dans le milieu d’installation d’une culture donnée, se traduisant par une
réduction de la croissance de la plante et/ou de sa reproduction par rapport au potentiel du
génotype. L’origine de ce déficit peut étre : une salinité excessive du sol, une sécheresse qui se

manifeste quand la quantité d'eau transpirée est supérieure a la quantité d'eau absorbée ou du gel
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qui par cristallisation des molécules d’eau diminue sa disponibilité ce qui réduit significativement

les productions agricoles (Chaumeil, 2006 ; Bousba, 2012).

Toutefois, le stress hydrique est le plus souvent provoqué par la sécheresse. Le manque d’eau
peut se manifester aussi bien dans le sol que dans 1’atmosphére (Veselovsky, 1985).
Généralement, la sécheresse du sol est lente (Larcher, 1995), mais la diminution de I'humidité de
I'air peut parfois étre rapide (Yokota et al., 2006). D'un point de vue physique, le stress hydrique
résulte d'un abaissement du potentiel hydrique dans l'air et/ou dans le sol en dessous d'une
certaine valeur, dépendant du génotype et des caractéristiques du milieu (type de sol,

température, vent) (Lamaze et al., 1994).

2.3.1. Influence du stress hydrique sur la germination

L'effet du stress hydrique va dépendre de son intensité, de sa durée, du stade de
développement de la plante ainsi que du génotype et de son interaction avec l'environnement
(Yokota et al., 2006 ; Radhouabe, 2014). Ce phénoméne est 1’un des facteurs environnementaux
qui affecte le plus la germination des espéces cultivées et réduit leur survie au cours des stades
précoces de développement. En absence d’humidité suffisante, la graine méme si elle est
correctement placée dans le sol, n’évolue pas, retardant ainsi la levée. En cas de persistance de la
sécheresse, la situation peut se traduire par une absence de germination (Feliachi et al., 2001). Au
cours de cette phase, c’est le métabolisme des carbohydrates qui se trouve fortement affecté
(Ingram et al., 1996), a travers la perturbation du fonctionnement enzymatique impliqué dans ce
processus. De nombreux genes contrélant le métabolisme des sucres simples sont régulés par les
variations de I’hydratation cellulaire. L hydrolyse de I’amidon et la libération des sucres
réducteurs énergétiques constituent une étape incontournable dans le déroulement de la
germination. De plus, la disponibilité des carbohydrates pendant cette phase assure un role de
protection contre le déficit hydrique (Beck et Ziegler, 1989).

2.3.2. Influence du stress hydrique sur la morphologie de la plante

Le stress hydrique cause des modifications au niveau de la morphologie des vegétaux en

limitant sérieusement la croissance de la plante (Moulineau, 1993). Un déficit hydrique précoce
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affecte en paralléle la croissance des racines et des parties aériennes, le développement des
feuilles et des organes reproducteurs (Debaeke et al., 1996) ; ce qui se traduit par une réduction
de la biomasse finale (Villegas et al., 2001).

Une diminution importante de la longueur et du nombre de racines, pourrait étre due a un
arrét de la division et de 1’¢longation cellulaire au niveau de la partie racinaire (Bendarradji et al.,
2016). Une autre conséquence importante de la sensibilité a 1’élongation des cellules lors d’un
stress hydrique est la réduction marquée de la surface foliaire. Cette derniére diminuera la
croissance de la plante surtout durant les premiers stades de développement.

L’influence du déficit hydrique est souvent rapportée en terme de hauteur des plantes, du
nombre de talles, de I’indice de surface foliaire, de la matiere seche des parties aériennes et

racinaires ainsi que du rendement en grains (Brahimi, 2017).
2.3.3. Influence du stress hydrique sur la physiologie de la plante

Parmi les modifications physiologiques liées au stress hydrique, on observe un
changement dans la régulation stomatique qui influe sur la photosynthése et la respiration.
En effet, un tel stress provoque la fermeture des stomates, ralentissant ainsi la photosynthése en
méme temps que la respiration (Maury et al., 2011). De plus I’activité physiologique de la feuille
est fortement affectée et est liée a la diminution du potentiel hydrique foliaire. Cette réduction est
supposée dépendre d’une fermeture des stomates, avec pour conséquence une diminution de la
conductance a la diffusion du CO, et d’une limitation biochimique du chloroplaste pour la
fixation du CO, (Brahimi, 2017).

Selon Benkaddour (2014) cette méme contrainte peut conduire a un stress oxydatif par
production des espéces réactives d’oxygeénes (les ROS) particulierement le radical superoxyde et

le peroxyde d’hydrogene.

Les dommages provoqués par un stress hydrique vont aussi avoir des conséquences sérieuses
sur le plan structurel et sur le plan métabolique en affectant I’intégrité des membranes et des
protéines, ce qui entraine des dysfonctionnent métaboliques. Les stress qui affectent la bicouche
lipidique pourraient provoquer une perte de sélectivité des biomembranes. Ces dernieres ont
également tendance a devenir trés poreuses lorsqu’elles sont dessechées (Hopkins, 2003).
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2.4. Stress salin

Le stress salin est 1’'une des contraintes abiotiques les plus importantes et les plus limitantes
en terme de productivité agricole a 1’échelle planétaire, en particulier dans les climats aride et
semi-aride (Djerah et Oudjehih, 2015). Il se définit comme une concentration excessive en sel ;

ce terme s applique surtout & un excés des ions, en particulier Na* et CI" (Hopkins, 2003).

L’excés d’ions salins dans la solution du sol génére a la fois une pression osmotique élevée et
une accumulation d’ions devenant toxiques dans les feuilles notamment celle du Na*. Ceci a
comme conséquence une réduction de la croissance et de la production des cultures due a une
perturbation de plusieurs processus morphologiques, physiologiques, biochimiques et

moléculaires (Kpinkoun et al., 2019).

Les effets de la salinité sur la croissance des plantes varient en fonction du type de salinité, de
la concentration du sel, de 1’espéce, de la variété, de ’organe de la plante, ainsi que de son stade
végétatif (Levigneron et al., 1995). Certaines espéces telles que 1’orge, le blé, le sorgho, la
betterave et le tournesol se montrent plus sensibles au stade juvénile qu’au stade plante adulte

(Munns et al., 2006). Mais cela ne s’avere pas étre le cas pour toutes les espéces végétales.

2.4.1 Influence du stress salin sur la germination

La germination et les premiers stades de croissance sont cruciaux pour l’établissement des
especes se développant dans des environnements salins. Ce stade germinatif est souvent limité
par la salinité du sol et se montre plus sensible par rapport aux autres stades de développements
(Ouhaddach, 2016).

Une salinite élevée entraine une inhibition de la germination des semences par osmose ou par
toxicité spécifique (Ouhaddach, 2016). Les effets osmotiques se traduisent par 1’inaptitude des
graines a absorber des quantités suffisantes en eau pour les ramener a leur seuil critique
d’hydratation. Ce qui se trouve étre nécessaire au déclenchement du processus de germination
(Maas et Poss, 1989)

Les effets toxiques sont quant a eux liés a une forte accumulation des ions (notamment le

Na") provoquant une perturbation des enzymes impliquées dans la physiologie des graines en

10




Chapitre | Revue bibliographique

germination. Ceci va empécher la levée de dormance des embryons et conduire a une diminution

de la capacité germinative (Rejili et al., 2006).

Rahmoune et al., (2001) ont montré que le sel a un effet dépressif sur le taux de germination
des grains. Cependant, cet effet varie en fonction de l'intensité du stress et de la variété en
question. Les variétés tunisiennes ont montré une sensibilité extréme au sel ; en revanche, les

variétés marocaines se sont montrées les plus tolérantes.
2.4.2. Influence du stress salin sur la morphologie de la plante

Des seuils élevés de salinité vont affecter toutes les parties de la plante, mais il semblerait
que cela ait une incidence plus marquée sur la croissance foliaire comparativement a la
croissance racinaire. Et ceux chez plusieurs especes de plantes cultivées telles que 1’orge et le blé
(Xu, 1990 ; Gouia et al., 1994).

Munns et Termaat (1986), signalent que le stress salin a pour effet immédiat la limitation de
la croissance par le biais de messages hormonaux partant des racines en direction des feuilles.
L hormone impliquée étant probablement 1’acide abscissique (Kefu et al., 1991). D’une maniére
générale ; cela retarde la croissance des pousses et I’émergence des nouvelles feuilles, réduit la
longueur des feuilles et des coléoptiles et diminue la hauteur et le nombre de talles (Maas et Poss
1989 ; Brahimi, 2017).

La salinité diminue la croissance des plantes en provoquant un déséquilibre hydrique des
tissus, ce phénomene est associé a une baisse de turgescence, suite a une diminution du gradient
de potentiel hydrique entre la plante et le milieu. (Ouerghi et al., 2000). L’entée du sel dans la
plante provoque aussi un deséquilibre ionique qui se traduit (suivant ’espéce) par des carences
ou des exces en certains éléments. Ce dernier provoque une altération de la nutrition minérale
(Levigneron etal., 1995). Ces perturbations sont une cause possible des réductions de la

croissance des parties racinaires et foliaires de la plante (Haouala et al., 2007).
2.4.3 Influence du stress salin sur la physiologie de la plante

L’accumulation de chlorure et de sodium est 1’une des principales menaces physiologiques
qui pése sur les écosystemes. Les sels de la solution du sol peuvent se concentrer a hauteur de 2 a

5 fois leur valeur initiale. Ceci cause une augmentation de la pression osmotique de la solution du

11
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sol et rend encore plus difficile pour les racines ’extraction de I’eau. C'est ce qu’on appelle une
sécheresse physiologique (Maillard, 2001). Lorsque 1’ajustement osmotique n’est pas suffisant,
I’eau a tendance a quitter les cellules, ce qui provoque un déficit hydrique et une perte de la

turgescence (Redondo-Gomez et al., 2006).

Lorsque la concentration en sel excéde le niveau de tolérance de la plante, ’activité
physiologique des feuilles est affectée en réduisant la photosynthése, qui est liée a la diminution
du potentiel hydrique foliaire responsable de la fermeture des stomates. La diffusion du CO, a
I'intérieur des stomates devient alors limitée et sa fixation au niveau des chloroplastes
diminue ; les exposant ainsi & une énergie d'excitation excessive perturbant le transport des
électrons. Par conséquent la glycolyse, le cycle de Krebs, I’assimilation de I’azote et de
nombreuses voies métaboliques sont perturbées (Price et Hendry, 1991 ; Allen, 1995 ; Alem et
al., 2002 ; Jajoo, 2013).

Dans des conditions salines, la membrane plasmique et le principal site de 1’interaction du sel
avec la plante ce qui induit a une perturbation de la composition lipidique et protéique au niveau

de celle-ci affectant ainsi sa stabilité (Alem et al., 2005).

La salinité va également entrainer la production d'especes réactives de I'oxygéne (ROS)
(Jajoo, 2013). L'exceés de ROS declenche des réactions phytotoxiques telles que la peroxydation

des lipides, la dégradation des protéines et la mutation de I'ADN (Sreenivasulu et al., 2000).
3. Mécanismes d’adaptation aux stress salin et hydrique

La survie des plantes soumises a un stress environnemental est un vaste domaine de recherche
(Sami, 2016). Plusieurs études ont montré que, lors d’un stress abiotique, les plantes adoptent des
stratégies d’adaptation qui font intervenir une large combinaison de facteurs morphologiques,

physiologiques, biochimiques et moléculaires (Monneveux et Nemmar, 1986).

Plusieurs voies de signalisation sont activées en réponse aux stress environnementaux. La
réponse au stress (salin ou hydrique) est initiée quand une plante percoit un déficit hydrique au
niveau cellulaire. La reconnaissance du signal va conduire a I’activation de voies de transduction
du signal qui seront a I’origine de modification de I'expression des génes du métabolisme et de

I’ajustement de la quantité d’eau au niveau cellulaire (Ben Yahmed, 2013).
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3.1. Régulation stomatique et capacité photosynthétique

La réduction de la perte en eau par la fermeture stomatique est un moyen d’adaptation des
plantes au stress abiotique (Djekoun et Planchon, 1992). En condition stressante, les racines
synthétisent I’ABA qui est véhiculé jusqu’aux feuilles ou il déclenche alors la fermeture de
stomates (Benkhellef, 2016). Cette derniere, va provoquer une augmentation de la température
foliaire et une réduction de [l'assimilation du CO, d'ou une réduction de l'activité

photosynthétique (Anjum et al., 2011)

L’augmentation du nombre de stomates par unité de surface pourrait étre un des facteurs de
résistance au stress abiotique chez les céréales (Slama et al., 2005). L’accroissement de la densité
stomatique peut augmenter 1’assimilation nette du CO, et diminuer la perte en eau (Djekoun et
Ykhlef, 1996). Erchidi et al., (2000) ont constaté que les variétés ayant une conductance et une
densité stomatique élevée sont plus résistantes au stress abiotique en donnant un rendement en

grains plus satisfaisant.
3.2. Maintien de la balance hydrigue et accumulation des osmolytes

On retrouve des stratégies d'adaptation communes au stress salin et au stress hydrique. D'une
part, il existe des stratégies qui font appel a des modifications plutét d'ordre physique : réduction
de I'nydratation cellulaire, réduction du volume cellulaire et augmentation de la conductivité
hydraulique. D'autre part, il existe des stratégies plutdt d'ordre chimique et en particulier

I'ajustement osmotique (Yeo, 1983).

On parle d’ajustement osmotique quand la concentration en solutés a I’intérieur de la
cellule augmente pour maintenir une pression osmotique cellulaire élevée. La cellule accumule
alors activement des molécules comme réponse a la chute du potentiel osmotique ; se traduisant
par une plus grande capacité d’attraction et de rétention des molécules d’eau (Yeo, 1983;
Chaumeil, 2006). 11 s’agit de molécules hautement solubles, de faible poids moléculaire, non
toxique, sans charge et tendant a étre neutres au pH physiologique (Faroogq et al, 2009). Ces
osmolytes s’accumulent majoritairement dans le cytoplasme et peuvent étre aussi bien d’origine
organique tels que les sucres, les acides organiques et les acides aminés (comme la proline et la

glycine bétaine), que d’origine inorganique comme les ions, en particulier les ions de potassium.
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La plupart de ces composes s’accumulant dans le cytoplasme sont appelés des solutes

compatibles, car ils n’interferent pas dans les activités enzymatiques (Cuin et Shabala, 2007).
3.2.1. Les sucres solubles

L’augmentation de la concentration des sucres (glucose, saccharose et fructose) améliorent la
tolérance a plusieurs stress abiotiques, tels que la sécheresse et la salinité (Delatorre et al., 2019).
Généralement, on pense qu’une hausse de la teneur en sucres solubles peut avoir comme origine
I’hydrolyse des reserves (en particulier I’amidon) mais aussi une modification de certaines voies

métaboliques de synthése (Lepoivre, 2003).

Ces osmolytes seraient impliquée dans les mécanismes d’ajustement osmotique (Dubos,
2001). lls permettent également la stabilité des membranes, la protection des protéines, la
protection des processus de synthése des enzymes et la production d’énergie (Darbyshire, 1974 ;
Chaib et al., 2015). Ce phénoméne d’osmorégulation permet le maintien de nombreuses fonctions
physiologique comme la photosynthese ou encore la croissance et peut intervenir a tous les stades
de développement (Hassani et al., 2008 ; Ahmad, 2019).

3.2.2. La proline

La proline ou acide pyrrolidine-2-carboxylique est 1’'un des vingt principaux acides aminés qui
entrent dans la constitution des protéines (El Jaafari, 1993). 1l s’agit aussi, trés certainement, de
I’un des osmolytes le plus répandu (Bensalem et al., 2005). La synthese de cet acide aminé a
partir du Glutamate est catalysée par une enzyme : Al-Pyrroline-5-carboxylate synthétase (P5C
synthétase) (Neffar, 2013).

De nombreux rapports ont montré le role bénéfique de la proline en réponse a plusieurs stress
environnementaux, en particulier les stress dus au sel et a I'eau (Freitas et al., 2019). Elle peut
agir comme une molécule de signalisation / régulatrice capable d’activer plusieurs réponses
faisant partie du processus d'adaptation (Maggio et al., 2002). En plus du r6le osmotique attribuer
a celle-ci, elle intervient également dans : la détoxication des formes réactives d’oxygenes, la
stabilisation des protéines, la protection de I’intégrit¢ membranaire, la protection des systéemes
enzymatiques et la régulation de I’acidité cytosolique (Hassani et al., 2008; Chaib et al., 2015 ;
Aswani et al., 2019 ).
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La proline et les sucres solubles peuvent étre considérés comme des marqueurs biochimiques
du degré de tolérance aux stress abiotiques et par conséquent ils peuvent étre utilisés pour la
sélection précoce de variétés tolérantes (Belfakih et al., 2013).

3.3. Les protéines impliquées dans la réponse aux stress

Les protéines de stress jouent un réle majeur dans 1’adaptation de la plante et de ce fait de
nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par 1’isolement et 1’é¢tude de ces molécules
(Campalans et al., 1999). Parmi ces protéines on cite: les aquaporines, les protéines HSP (Heat-
shock proteins), les protéines LEA (Late embryogenesis abundant proteins) et autres chaperonnes
qui peuvent jouer un role dans la régulation de la circulation de 1’eau et dans la protection de la

cellule végétale (Wang et al., 2003).
3.3.1. Les aquaporines

Les plantes doivent maintenir leur statut hydrique, tout au long de leur développement, méme
lorsque les conditions environnementales sont séveres. L'un des symptdmes les plus fréquents et
précoces associés a ces conditions stressantes, est la perturbation de I'noméostasie de I'eau, cette
derniére est régulée par un groupe spécifique de protéines les aquaporines (Srivastava et al.,
2016)

En se basant sur leur homologie de séquence, les aquaporines végétales peuvent étre divisées
en quatre grandes classes. Les deux plus importantes sont : les PIPs pour Plasma Intrinsic
Proteins et les TIPs pour Tonoplast Intrinsic Proteins ; La 3éme classe comporte les NIPs,
Noduline26-Like Intrinsic Proteins, et la 4éme classe comprend, les SIPs, Small Intrinsic Proteins
(Hamla, 2016).

L’¢étude de 5 TIP chez le tournesol a montré que lors d’une déshydratation, la quantité de
transcrits dans les racines augmentait pour SunTIP7, diminuait pour SunTIP18, augmentait
transitoirement pour SunTIP20 et ne fluctuait pas pour SunRb7 et SunyTIP (Sarda et al., 1999).
La régulation de I’expression des aquaporines va avoir une influence sur les propriétés de
perméabilité a ’eau des membranes. Leur fonction a été étudiée plus en avant chez le tabac en se
servant d’une technique d’ARNm antisens (Chaumeil, 2006). Chez Arabidopsis thaliana, il

existerait au moins 30 aquaporines. Certaines, telles que la protéine RD28 (Yamaguchi-Shinozaki
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et Shinozaki, 1992 ; Virlouvet, 2011), sont induites par différents types de déficit hydrique, alors
que d’autres sont réprimées par le déficit hydrique. Cette régulation permet de jouer sur les flux

d’eau et du méme coup I’ajustement osmotique (Virlouvet, 2011).

3.3.2. Les protéines LEA

Les LEA (Late Embryogenesis Abundant proteins) sont des protéines hydrophiles qui
s’accumulent trés fortement dans les tissus tolérants a la dessiccation, comme les graines, ou en

réponse a la déshydratation, aux basses températures, a la salinité et a ’application de I’ABA

(Nguyen et al., 2019 ; Chaumeil, 2006).

Selon la similarité des séquences d'acides aminés et les différences dans les domaines
conserveés, elles peuvent étre regroupées en huit (8) groupes. Les plus étudiés sont : les LEA du
groupe 1 (D19) qui sont caractérisés par un motif commun de 20 acides aminés. Les LEA du
groupe 2 (D11) aussi appelé déhydrines, partage 3 domaines hautement conserves : le segment-K
qui est un motif de 15 acides aminés riches en lysine, une chaine de sérines contiglies ou
segment-S et le segment-Y qui est un motif DEYGNP. cette protéine adopterait également une
conformation en hélice a. Les LEA du groupe 3 (D7) partages un motif de 11 acides aminés
permettant une conformation en hélice a. A ces trois groupes s’ajoutent aussi : le groupe 4
(D113), le groupe 5 (D29) et le groupe 6 (D34) ayant également des propriétés communes
(Chaumeil, 2006).

Peu d’informations sont a ce jour disponibles sur la fonction des protéines LEA. Plusieurs

hypothéses ont été avancées (Tunnacliffe et Wise, 2007 ; Virlouvet, 2011) a savoir :

- En raison de I’absence de structure secondaire et de leur nature hydrophile, ces protéines
assureraient une fonction protectrice car elles diminueraient 1’agrégation de polypeptides

partiellement dénaturés produits en condition de stress.

- Etant hydrophiles, elles sont également capables de fixer des molécules d'eau et pourraient donc

jouer le role de tampon d'hydratation ce qui permettrai de ralentir la perte en eau.

- Les protéines LEA pourraient aussi assurer une stabilisation stérique puisse qu’elles peuvent

étre localisé a différents endroits de la cellule et peuvent méme étre associé aux membranes. Elles
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agiraient alors comme un tampon mécanique, évitant une diminution trop importante de la taille

des cellules par une stabilisation membranaire.

-Pour finir, ces protéines pourraient également avoir un réle de séquestration des ions étant riches
en acides aminés chargés. Elles éviteraient ainsi des dommages cellulaires induits par

l'augmentation de la concentration ionique en cas de stress hydrique (Virlouvet, 2011).
3.3.3. Les protéines HSP

Pour la survie des cellules, en particulier dans des conditions difficiles, I'un des mécanismes
qui s’est le plus maintenu lors de 1'évolution est celui de l'expression de protéines connues sous le
nom de protéines de choc thermique (HPS). Elles sont divisées en cing familles en fonction de
leur poids moléculaire: les Hsp60, les Hsp70, les Hsp90, les Hsp100 et les sHsp (small HSP) dont
la taille varie de 12 a 40 kDa (Chaumeil, 2006 ; Divya et al., 2019). Par la suite, les protéines
HSP ont été montrées comme pouvant s’accumuler lors d’autres stress comme le stress hydrique

et le stress salin (Wang et al., 2004).

Leur réle crucial s’illustre dans la protection, le maintien et la régulation de la conformation
des protéines, de leur assemblage, de leur localisation et de leur dégradation dans de nombreux
processus cellulaire. Elles sont également impliquées dans la stabilisation des protéines et des
membranes. Elles permettent ainsi une protection des plantes lors de stress par un rétablissement
de la conformation initiale des protéines et de I’homéostasie cellulaire (Wang et al., 2004 ;
Janowska et al., 2019). Justement on associe tres couramment ces protéines et en particulier les
petites protéines HSP (sHSP) a la tolérance a la dessiccation chez les plantes. Ainsi, dans les
graines d’Arabidopsis thaliana, les sHSP s’accumulent pendant les phases tardives de la

maturation et sont trés abondantes dans la graine séche (Boucher, 2009).
4. Mécanismes d’adaptation au stress ionique

L’homéostasie ionique cellulaire est un phénomene essentiel et vital pour tous les végétaux.
Afin de pallier la toxicité cellulaire due a la présence de sels dans le cytoplasme des cellules, les
plantes (se développant dans un environnement hypersalin) vont avoir recours a 1’ajustement de
I’osmolarité intracellulaire. Et ceux dans le but de limiter la perte de turgescence causée par

I’abaissement du potentiel hydrique (W) de la solution du sol. Pour contrebalancer les potentiels
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hydriques bas du cytosol, les ions Na* et CI” présents dans la rhizosphére vont s’accumuler dans
la vacuole, limitant ainsi leur toxicité cytoplasmique (Bennja, 2014). Parmi les autres stratégies
utilisées (autre que la compartimentation des ions toxiques au sein de la vacuole) on retrouve:

I’exclusion hors de la cellule et la sélectivité ionique (Boumaaza, 2011).
4.1. L’exclusion des sels

L’une des stratégies permettant aux plantes de survivre en condition de stress salin consiste a
exclure le sodium du cytoplasme vers I’extérieur de la cellule. Dans ce cas, les plantes limitent
I’entrée des éléments salins et les rejettent dans le compartiment apoplasmique (Hanana et al.,
2011). Chez le bl¢, I’orge et le mais, la tolérance a la salinité est associée a 1’exclusion de I’ion

Na* (Benderradji, 2013).

Parmi les voies métaboliques activées lors d’un stress salin, la voie SOS (Salt Overly
Sensitive). Les ions Na* des cellules sont exclus par des canaux ioniques : antiport Na*/H", ou
bien par la limitation de I’entrée des ions Na® (Khane et Balz, 2018). L'excés de Na* et
I'osmolarité élevée sont détectés séparément par des capteurs situés au niveau de la membrane
plasmique, ce qui induit une augmentation du Ca®* cytosolique. Le processus impliquant les SOS
débute apres la fixation du calcium sur la protéine SOS3 qui contient 3 sites de fixation du
calcium (Ishitani et al., 2000). Les modifications conformationnelles provoquées par la liaison du
Ca®" & cette protéine vont permettre sa fixation & la protéine SOS2. (Liu et al., 2000). Le
complexe protéique SOS3-SOS?2 activé phosphoryle une autre protéine SOS1, un antiport Na'/H"

de la membrane plasmique, ce qui entraine I'efflux d'ions Na* (Figure 3) (Khane et Balz, 2018).
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Figure 3 : Voies de signalisation responsables de I'exclusion du Na* chez Arabidopsis sous stress
salin (Silva et Geros, 2009).

4.2. La compartimentation vacuolaire ou I’inclusion

La compartimentation vacuolaire ou autrement dit 1’inclusion consiste a expulser les ions
Na’ en excés du cytoplasme vers la vacuole afin d’éluder leur effet toxique et leur action
inhibitrice a D’encontre des processus enzymatiques (Hanana et al., 2011). D’autre part,
I’augmentation concomitante de la concentration de sodium dans la vacuole va engendrer une
forte pression osmotique qui va favoriser I’absorption d’eau et donc améliorer la turgescence des

cellules (Hanana et al., 2001).

Cette stratégie peut également s’opérer a 1’échelle de la plante entiére, au niveau des organes les

plus vieux ou les moins sensibles (Munns, 1993).

A I’intérieur des vacuoles le sel est stocké grace a des systemes de « pompes » moléculaires.
Les vacuoles étant des compartiments fermés au sein de la cellule, le sel est ainsi isolé des

constituants cellulaires vitaux (Sentenac et Berthomieu, 2003).
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Le stress salin active aussi la synthese de I’acide abscissique (ABA), qui peut réguler
positivement la transcription de I’antiport AtNHX1 (Figure 4) (Zhu, 2003). Des différences dans
les niveaux d’expression des antiports AtNHX1 ou AtAVP1 peuvent affecter I’aptitude a
séquestrer le Na* au niveau des vacuoles foliaires. D’ailleurs la tolérankce a la salinité est plus

marquée chez les espéces surexprimant les génes AtNHX1 et  AtAVP1 (Arbaoui, 2016).

v'L'exclusion et la compartimentation de Na*
Apoplast pH 5.5 Plasma Membrane
Cytosol
pH 7.5 PPi_ H* Na* _ NK.i'
+
H High-affinity K*
transporters
Na*
Na*/H* antiport \eiciiols
pH 5.5
V-ATPase K*
He K*/Na* selectiveVICs
I ATP
K+/Na+ ratio i
P-ATPase

Figure 4 : L’exclusion et la compartimentation vacuolaire du Na+ (Zhu, 2003).

4.3. La sélectivité

La sélectivité ionique représente la capacité de la plante a réguler I’accumulation du Na* au
profit du K. Il s’agit en fait d’un phénomeéne de discrimination entre les deux ions (Gorham,
1993). En effet, des niveaux élevés de I’ion K* dans la plante sont associés a la tolérance au stress
salin, chez plusieurs especes en évitent tous déséquilibres nutritionnels pouvant étre induits par
un exces de sodium (Bhandal et Malik, 1988).
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Le Ca®* semble étre nécessaire pour le maintien de la sélectivité ionique (Cramer, 2002). Le
Ca®" réduit I’absorption du Na* dans le milieu et par voie de conséquence favorise la sélectivité

K*/Na" au niveau de la membrane plasmique (Chadli, 2007).
5. Approches biotechnologiques pour ’amélioration de la tolérance au stress

Les avancées en biotechnologies végétales ont permis de comprendre les mécanismes
intervenants dans la tolérance aux stress. L’identification des genes induits en condition de stress,

constitue une approche trés prometteuse en amélioration des plantes (Benderradji, 2013).
5.1. La transgénese

L’innovation dans les cultures transgéniques (ou organismes génétiquement modifiés, OGM)
s’est déployée dans des contextes trés singuliers, qui différent des autres domaines de la
biotechnologie. La biotechnologie moderne dérive des progres récents de la biologie moléculaire,
qui permettent d’obtenir un ADN recombinant, en insérant un fragment d’ADN d’une espéece

dans la séquence génétique d’une autre espéce (Pellegrini, 2012).

La principale application de la transgénése est de loin la recherche fondamentale. Un gene isolé
est détaché de son contexte ; son transfert dans un nouvel organisme permet d’en étudier le
fonctionnement et le réle. Elle est de ce fait de plus en plus mise en ceuvre par les biologistes et
contribue ainsi a révéler la cartographie, le séquencage complet de divers génomes et la fonction
des génes identifiés (Anger et Kintz, 2010). Les applications agronomiques de la transgénése sont
potentiellement considérables grace aux propriétés qui sont conférées aux plantes transgéniques :
résistance aux maladies, résistance aux herbicides, amélioration des qualités nutritives et du godt,
adaptation aux sols salés ou alcalins, résistance au froid ou a la sécheresse, détoxication des sols
par captation de métaux lourds, production de molécules pour I'industrie pharmaceutique et

chimique (huiles, détergents, carburants, fibres, etc (Anger et Kintz, 2010).

Les premiers transgenes utilisés correspondaient a « des genes d'action simple », c'est-a-dire
des génes responsables de la modification d’un seul métabolite connu pour conférer une tolérance
accrue a la sécheresse (Virlouvet, 2011). De nos jours de nombreux travaux ont été publié
mettant en avant des plantes transgéniques surexprimant notamment des facteurs de transcription,

parmi les nombreux exemples existant celui d’une protéine a homéodomaine « START » qui
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conduit a deux modifications morphologiques importantes : un systéme racinaire plus développé
et une réduction du nombre de stomates par unité de surface de feuilles. Les plantes
transgéniques de tabac obtenues ont une meilleure efficacité¢ d’utilisation de I’eau car elles
transpirent moins tout en ayant une assimilation nette du gaz carbonique plus importante
(Pelletier, 2013). Un autre exemple porte sur la surexpression chez le riz de la protéine SNAC,
un facteur de transcription qui est induit par le stress hydrique dans les cellules de garde des
stomates. Les plantes qui en résultent perdent plus lentement leur eau par transpiration car elles
sont plus sensibles a I’hormone ABA qui provoque la fermeture des stomates. Cependant leur
photosynthése n’est pas affectée ce qui leur confere une capacité supérieure de production au
champ en cas de stress sévere. De plus ces plantes se montrent résistantes a 1’exceés de sel

(Guiderouni et Breilter, 2006).
5.2. Les marqueurs moléculaires

L’essor des techniques de marquage moléculaires au cours des derniéres années ouvre une
nouvelle eére pour ’amélioration de tolérance des végétaux en conditions stressantes et permet de
renforcer la sélection classique, en rendant possible 1’identification et 1’étiquetage des genes
d’intéréts. Grace a ces marqueurs, il devient, en effet possible, d’une part, de mieux lire le
génotype a travers le phénotype, et d’autre part, de créer des génotypes cumulant des geénes
favorables (Bartels et Sunkar, 2005). Ceci est d’autant plus intéressant que les marqueurs
morphologiques car ils sont tres nombreux, couvrent le génome entier, indépendants de la partie
de la plante prélevée, du stade de développement et des fluctuations environnementales
(Boumana, 2017).

La sélection assistée par des marqueurs (SAM) devient de plus en plus un complément
nécessaire aux schémas de sélection classique d’amélioration des céréales (Hospital, 2001). Chez
le mais, il a été établi qu’il est possible d’introduire par sélection assistée par marqueurs plusieurs
régions du genome impliquées dans le rendement en condition de stress hydrique. A titre
d’exemple ceci a pu étre amélioré par la réduction de I’asynchronie entre la maturité des organes
males et femelles qui est un des principaux effets du stress hydrique pendant la phase
reproductrice (Pelletier, 2008).
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En restant toujours dans les céréales, on a pu observer chez le riz (Oryza sativa), un total de
16 marqueurs AFLP associés a la concentration ionique dans les parties aériennes (Khane et Balz,
2018).
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1. Matériel vegétal

Cette étude a eté réalisée sur deux variétes de blé dur (Triticum durum Desf.) : Beliouni et

Waha. Elles ont été gracieusement fournies par 1’ Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC)

(station EI Khroub de Constantine). Leurs principales caractéristiques sont les suivantes :

7
A X4

D)

La variété Waha (Figure 5) a été sélectionnée par I’ICARDA (International Center of
Agriculture Research in the Dry Areas) en Syrie. Elle fut, par la suite, dénommée ‘SHAM1’
avec comme peédigrée : Waha = Plc‘S’/Ruff//Gta‘S’/3/Rolette CM17904-3M-1Y-1M-0Y.
Cette variété introduite en Algérie depuis 1975 (des sélections ont été faites a la station d’El
Khroub), est semi-précoce et semi-naine, a tallage fort, tolérante au froid, moyennement
tolérante a la sécheresse et présentant une bonne stabilité du rendement (Boufenar-Zaghouane
et Zaghouane, 2006).

La variété Beliouni (Figure 5), tres populaire, a été sélectionnée dés les années 1920 en
Algérie a partir de la variété botanique de Triticum durum Desf. Var. erythromelan Kérn. Elle

constitue I'une des variétés les plus appréciées du point de vue de la rusticité (bonne

adaptation et tolérance a la sécheresse) et des rendements stables (Boufenar-Zaghouane et
Zaghouane, 2006).

Figure 5 : Graines des deux variétés de blé dur utilisées dans 1’étude (Beliouni et Waha).
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2. Mise en place des essais

Les expérimentations ont été conduite au laboratoire de Génétique Biochimie et de
Biotechnologie Végétale (GBBV) (équipe IV : Physiologie Moléculaire et Biodiversité des

Plantes) a Chaabat EL Rasses, Université Freres Mentouri Constantinel.

Notre étude fut scindée en deux essais: le premier essai consiste a analyser I’effet des
contraintes hydriques et salines sur la germination, et le second consiste a analyser 1’effet de ces
deux contraintes sur la réponse des plantes au stade 3°™ feuille. Le stress salin a été appliqué en
ayant recours a deux traitements de NaCl dont les concentrations sont : 100 et 200mM. Tandis
que le polyéthyléne glycol (PEG-6000) a été utilisé afin de simuler un stress hydrique avec deux

concentrations 10 et 20%.

3. Essai 01 : Effet des stress salin et hydrique sur la germination

3.1. Conditions de germination

Les graines des variétés de blé dur ont été stérilisées a 1’aide d’une solution d’hypochlorite

de sodium a 5% pendant 15 minutes puis rincées cing fois a I'eau distillée.

Un premier lot de graines a été mis & germer a une température ambiante de 25°C sur du
papier absorbant dans des boites de Pétri, a raison de 16 graines par boite en réalisant trois
répétitions par génotype (B et W) et par traitement de NaCl (0, 100 et 200 mM) et de PEG-6000
(0%, 10% et 20%) (Figure 6). 3 ml de chaque solution ont été ajoutés a chaque boite de Pétri,
chaque 48 h pour une durée de huit jours. Dans le cas du contrdle, ce fut de 1’eau distillée
(Hajlaoui et al., 2007 ; Amouri et al., 2015).
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Figure 6 : Dispositif utilisé pour la germination.

3.2. Parameétres étudiés

3.2.1. Taux de germination final (G, %)

Ce paramétre est utilisé afin d’analyser la capacité germinative, il est exprimé par le rapport
entre le nombre de graines germées sur le nombre total de graines incubées (Céme, 1970 ;
Amouri et Fyad Lamech., 2012).

|

| G (%) = 100(NGG/NTG) |

Ou:
s G (%) représente le pourcentage de germination ;
% NGG représente le nombre de graines germées ;

% NTG représente le nombre total de graines incubées.

3.2.2. Indice de tolérance (IT)

Afin de déterminer la tolérance des génotypes, un indice (IT) a été déterminé, il est égal au
rapport du taux de germination noté sous stress sur celui du témoin. Il a été considéré que les
plantes tolérantes ont un indice de tolérance plus élevé que les plantes sensibles (Amouri et al.,
2015).
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3.2.3 Cinétique de germination (CG, %)

Pour mieux appréhender la signification physiologique du comportement germinatif des
variétés étudiées, le nombre de graines germees fut compté quotidiennement jusqu’au 7¢éme jour

de I’expérience (Hajlaoui et al., 2007).

Il s’agit de calculer la vitesse de germination sous les différentes concentrations
d’osmoticums utilisés pour imposer le stress. Elle est exprimée par le nombre de graines germées
a24,48,72,96, 120, 144 et 168 h apres le début de I’expérience.

3.2.4 Germination moyenne journaliere (MDG, %)

La moyenne journaliére de germination a été calculée selon Osborne et al. (1993) en utilisant

la formule suivante :

‘l MDG (%) = Pourcentage de germination final / nombre de jours a la germination finale “

3.2.5. Réversibilité de ’action du stress

Ce parametre a ’avantage d’indiquer 1’origine de I’effet dépressif du stress, s’il est de nature
osmotique et/ou toxique. Ainsi, les graines sont mises a germer en présence de différentes
concentrations de NaCl et de PEG-6000 pendant 4 jours. Au quatriéme jour, les graines non
germées sont rincées trois fois pour éliminer I’agent de sélection (NaCl, PEG-6000) non absorbé
puis transférées dans de nouvelles boites de pétri contenant de 1’eau distillée pendant quatre jours

supplémentaires (Alaoui et al., 2013).

3.2.6. Nombre de racines (NBR)

Le nombre de racines émises a été compté. On considere la moyenne de racines pour chaque
plantule (Mefti et al., 2008).
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3.2.7. Longueur racinaire (LR, cm)

La longueur des racines est déterminée comme étant la longueur de la racine la plus longue,
les mesures ont été effectués a I’aide d’une réglette graduée et ce pour évaluer la croissance de la

plante vis -a-vis du stress (Brahimi, 2017).

3.2.8. Longueur des épicotyles (LE, cm)

La longueur des épicotyles est mesurée, a partir de la couronne ou premier nceud jusqu'a la

sortie de la premiére vraie feuille (Simmons et al., 1995).

3.2.9. Analyse et traitement des donnees

Dans le but de mieux décrire les différentes variables précédemment mentionnées, la

moyenne a été calculée ainsi que I’écart type, a I’aide du logiciel d’analyse statistique Xlstat

2010.

Afin de tester les différences entre les traitements, les durées, les génotypes et leur
interaction, une analyse de variance a également été réalisée a 1’aide du logiciel d’analyse

statistique Xlstat 2010.

4. Essai 02 : Effet du stress salin et hydrique sur des caractéres physiologiques
et biochimiques

4.1. Germination

Un deuxieme lot de graines a ensuite été mis a germer dans des boites de Pétri a 1’obscurité a
une température ambiante de 25 °C. Suite a I’émergence des racines, les graines germées ont

quant a elles été repiquées dans des petits pots en plastique (Figure 7).
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Figure 7 : Dispositif utilisé pour I’essai en pots.

4.2. Mise en culture et application des stress

Le deuxiéme essai a été conduit dans des pots en plastique en chambre de culture. Une fois
germées, les graines sont repiquées dans de petits pots en plastique contenant du terreau a raison
d’une graine par pot (Bouchemal, 2018). La croissance des plantes s’est faite en chambre de
culture avec une température de (25 £ 5) °C, une humidité relative de (70 + 10) % et une

photopériode de 16 h de lumiére par 8 h d’obscurité.
4.2.1. Application des stress

Apres trois semaines de culture (21 jours), le stress salin a été induit par 1’addition de
différentes doses de chlorure de sodium a I’eau d’arrosage (un stress modéré de 100 mM et un
stress sévere de 200 mM). Tandis que le stress hydrique a été induit par I’addition de différentes
doses de polyéthyléne glycol-6000 a I’eau d’arrosage (un stress modéré de 10% et un stress
sévere de 20%) suivant la procédure de Cheikh M’ hamed, (2008). Le stress fut imposé pour une
durée de sept jours. Pour chaque plante témoin et chaque plante traitée, 3 répétitions biologiques

sont réalisées.

Le polyéthylene glycol (PEG) ayant une masse molaire de 6000 a été choisi afin de mimer
I’effet d’un stress hydrique, du fait qu’il constitue un agent relativement stable, inerte, non
ionique mais bien soluble dans I’eau et non toxique, méme a de fortes concentrations (Jaoudi et
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al., 2010). De plus il agit comme un agent osmotique abaissant le potentiel de 1’eau d’une

maniére relativement contrdlée, semblable & un séchage du sol (Oukarroum, 2007).

Le chlorure de sodium (NaCl) est un sel inorganique binaire du sodium de métal alcalin et du
chlore halogéné. 1l s’agit d’un osmoticum bien soluble dans 1’eau et qui est souvent utilisé pour
imposer une contrainte saline (Chikh M’hamed et al., 2008 ; Farsiani et Ghobadi, 2009 ; Jaoudi et
al., 2010).

4.3. Parametres physiologiques et biochimiques étudiés

Le comportement des deux variétés de blé dur étudiées vis-a-vis du stress salin (NaCl) et du
stress hydrique (PEG-6000) a €té investigué en se basant sur plusieurs parameétres physiologiques
et biochimiques. Les mesures sont effectuées sur les plantes au méme stade de développement sur

la troisieéme feuille aprés I’obtention de la quatrieme feuille.

4.3.1. Taux de chlorophylle totale (SPAD index, TCT)

La teneur en chlorophylle a été déterminée a 1’aide d’un chlorophylle-métre de type minolta
SPAD 502 (Spectrum Technology, Inc. IL. USA) (Figure 8). C’est un radiométre manuel dont la
mesure correspond a un rapport entre les réflectances de la feuille dans le rouge (650 nm) et le
proche infrarouge (940 nm) (Kotchi, 2004). Apres une calibration effectuée « a vide » pour
déterminer une mesure de référence a 100 % de transmission, 1’appareil calcule le ratio des
transmittances dans les 2 bandes spectrales, qui est proportionnel a la teneur en chlorophylles
dans la feuille, exprimé en unité arbitraire (ou unité SPAD). La mesure donnée est une moyenne
de trois lectures qui ont été effectuées le long de la section médiane de la feuille (Bouchemal,
2018). Nous avons donc effectué une mesure par plante avec trois répetitions pour chaque

traitement.
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Figure 8 : Chlorophylle métre minolta SPAD 502.

4.3.2. Teneur relative en eau (TRE, %)

La teneur relative en eau permet de connaitre le niveau de saturation en eau ou de
turgescence de la plante. Elle a été déterminée selon la méthode décrite par Barrs (1968). Les
feuilles sont coupées a la base du limbe, pesées immédiatement pour obtenir le poids frais (PF),
puis aussitot mises dans des tubes a essai remplis d’eau distillée fermer afin de maintenir une
humidité relative saturante et placés a 1’obscurité dans un endroit frais. Aprés 24 h les feuilles
sont retirées, passées dans un papier buvard pour absorber 1’cau de la surface, pesées de nouveau
pour obtenir le poids de pleine turgescence (PT). Les échantillons sont ensuite mis a I’étuve a 80
°C pendant 48 h et pesés pour avoir le poids sec (PS). La teneur relative en eau est ensuite
calculée d’apres la formule de Clarcke et McCraig (1982), comme suit :

TRE (%) = [(PF-PS) / (PT-PS)] x 100

ou:

7

% PF : correspond au Poids Frais ;

% PT : correspond au Poids de Turgescence ;
+«+ PS: correspond au Poids Sec.
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4.3.3. Dosage de la proline (ng/100mg MF)

La proline a été dosée par la méthode de Troll et Lindsley (1955), simplifiée et mise au point
par Rasio et al. (1987). Le principe repose sur la quantification de la réaction proline-ninhydrine
par mesure spectrophotométrique. La proline se couple avec la ninhydrine en formant un
complexe coloré. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de proline dans

I’échantillon (Bouzid, 2010).

La procédure consiste a prendre 100 mg de matiere fraiche dans des tubes a essai contenant
2 ml de méthanol a 40 %. Le tout est chauffé a 85 °C dans un bain-marie pendant 60 minutes.
(Les tubes sont recouverts de papier aluminium pendant le chauffage pour éviter la volatilisation

de ’alcool.) Apres refroidissement ; on préleve 1 ml d’extrait auquel on ajoute :

% 1 ml d’acide acétique (CH3COOH) ;
% 25 mg de ninhydrine (C¢HgO4) ;
% 1 ml d’un mélange contenant :

e 120 ml d’eau distillée ;

e 300 ml d’acide acétique ;

e 80 ml d’acide orthophosphorique (H3PO,4.d=1.7).

La solution obtenue est portée a ébullition pendant 30 minutes a 100 °C, elle vire au rouge,
apres refroidissement. 5 ml de toluene sont rajoutés a la solution qui est agitée, deux phases se
forment (une phase supérieure a la couleur rouge contenant la proline et une phase inférieure
transparente sans proline). Apres avoir éliminé la phase inférieure, la phase supérieure est
récupérée puis déshydratée par I’ajout de 5mg de Sulfate de Sodium Na,SO, anhydre (pour
¢liminer 1’eau qu’elle contient). L’absorbance est lue a une longueur d’onde de 528 nm a ’aide
d’un spectrophotometre. Les concentrations sont déterminées a partir d’une courbe étalon
(Figure 9).
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la proline.

4.3.4. Dosage des sucres solubles (ng/100mg MF)

Les sucres solubles sont dosés par la méthode du phénol selon la procédure de Dubois,
(1956). Pour I’extraction:

100 mg de matiere fraiche, est disposées dans des tubes a essais, en présence de 3 ml
d’éthanol a 80 % ; puis laisser & 1’obscurité a tempeérature ambiante pendant 48 h. Au moment du
dosage les tubes sont placés dans 1I’étuve a 80 °C afin d’évaporer ’alcool. Une fois 1’alcool
complétement évaporé on rajoute dans chaque tube 20 ml d’eau distillée, c’est la solution a
analyser. Dans des tubes a essais propres, on prend 2 ml de la solution a analyser, a laquelle on
ajoute rapidement 1 ml de phénol a 5 % et 5 ml d’acide sulfurique concentré a 96 %. On obtient
alors, une solution jaune orange a la surface, qu’on passe au vortex pour homogénéiser la
couleur. On laisse les tubes reposer pendant 10 minutes a température ambiante et a 1’obscurité
puis on les places au bain-marie pour 15 minutes a une température de 30 °C. L’absorbance est
lue & une longueur d’onde 528 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Les concentrations sont

déterminées a partir d’une courbe étalon (Figure 10).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage des sucres solubles.

4.3.5. Analyse et traitement des données

Dans le but de mieux décrire les différentes variables précédemment mentionnées, la
moyenne a été calculée ainsi que I’écart type, a 1’aide du logiciel d’analyse statistique Xlstat
2010.

Afin de tester les différences entre les traitements, les durées, les génotypes et leur
interaction, une analyse de variance a également été réalisée a 1’aide du logiciel d’analyse

statistique Xlstat 2010.
4.4. Electrophorése monodimensionnel SDS-PAGE

Les protéines sont des biomolécules jouant un réle dans la structure et la fonction de la
cellule et qu’on on peut isoler, analyser et bien str étudier. L’un des outils permettant justement
leur analyse est I'électrophorese qui est une technique permettant la séparation des molécules

chargées dans un champ électrique.

L’¢lectrophorése monodimensionnelle de type SDS-PAGE s’appuie sur un systeme de tampon
discontinu a la fois en concentration et en pH. Elle a été réalisée selon la méthode de Laemmli
(1970) décrite par De Leonardis et al, (2007).
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Cette technique consiste a utiliser du SDS (Sodium Dodecylsulfate) qui est un détergent
anionique fort. Il a la propriété de défaire la structure spatiale en se fixant sur les protéines et de
les charger permettant ainsi de les séparer uniquement en fonction de leur masse moléculaire. I
confére une charge négative aux protéines et permet leur migration vers l'anode (Dicko et
Mamoudou, 2006). Deux ions de mobilite électrophorétiques différente forment un front de

migration lorsque le voltage est appliqué.

Avant de procéder a la dénaturation des protéines avec du SDS, on utilise un agent réducteur,
le B-mercaptoéthanol qui coupe et casse les liaisons et les ponts désulfures des protéines, les
rendant ainsi sous forme monomérique. L’acétone fait descendre les protéines au bas et solubilise
les molécules organiques comme les acides gras...etc. Cette technique permet de déterminer le
poids moléculaire des sous unités formant une protéine, et de se rendre compte du degré de
purification atteint a chaque étape. Pour réaliser cette technique on utilise deux gels ; un gel de
séparation et un gel de concentration possedant des concentrations d'acrylamide bien spécifiques

suivant les besoins de la separation (Jangpromma et al., 2007).

4.4.1 Extraction des protéines totales foliaires

Commencer tout d’abord par peser 100 mg de matiére fraiche (feuilles témoins et stressées).
Les échantillons pesés sont ensuite broyes dans de 1’azote liquide jusqu’a 1’obtention d’une

poudre fine qui est conservée dans des tubes Eppendorfs de 2ml a -80°C jusqu’a utilisation.

L’extraction a proprement parler consiste a ajouter au broyat 1.8 ml de la solution de
précipitation (solution A, Annexe 1). Aprés homogénéisation, les tubes Eppendorfs sont placés a
-20°C pendant une nuit. Une fois ceci fait, on procéde a une centrifugation pendant 20mn a 4°C
et a 10 000rpm. Le surnageant est alors éliminé délicatement en renversant le tube et en veillant
a ne pas décoller le culot. Ce dernier est lavé en utilisant 1.8 ml de la solution de ringage (solution
B, Annexe 1). Les tubes sont alors maintenus pendant une heure a - 20°C pour ensuite éliminer le
surnageant a nouveau. A noter que cette étape a été réitérer. Dans un dessiccateur et pendant
30minutes a 60°C, on effectue le séchage des culots qui sont au final resuspendus dans 200ul de
tampon de Laemmli. Aprés une étape de bain mari de 5 min a 95°C (afin de favoriser la
dénaturation des protéines), le surnageant obtenu apres une centrifugation de 10 min a 10 000rpm

a température ambiante a servi pour les dépéts.
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4.4.2 Préparation et coulage des gels

La méthode de separation par SDS-PAGE, comme nous I’avons précédemment mentionné,
s’appuie sur un systeme de tampon discontinu. La plupart des systemes discontinus présentent
des discontinuités a la fois en concentration et en pH. Les échantillons sont en fait déposes au-
dessus dans un gel a larges pores (ou gel de concentration, en anglais stacking gel) permettant de
retenir les impuretés et de tasser les protéines. Ce dernier est polymérisé au-dessus du gel de
séparation proprement dit qui permet de fractionner les différentes protéines selon leurs poids

moléculaires.

Le systéme d’électrophorese est constitué de deux plaques : une plaque ‘réservoir’ portant la
cuve d’électrophorése et une plaque ‘gel’ portant le gel d’acrylamide. Les deux plaques doivent

préalablement étre nettoyées et puis assemblées et fixées a 1’aide de pinces.

% Le gel de séparation (runing gel)

La concentration finale du gel est de 12 % et ses dimensions sont de 7,3 x 6 cm. Il est
constitué d’acrylamide, de N-N’- méthylen- Bis acrylamide (40 %), de Tris HCI a pH = 8,8, de
SDS a 10 % et d’eau distillée. La polymérisation est assurée par I’ammonium persulfate (APS) a

10 % et le TEMED (Annexe 2), qui sont ajoutés en dernier.

Apres avoir mélangé le gel, ce dernier est coulé a I’aide d’une seringue en plaquant sa queue
contre la paroi de la premicre plaque, et en verse doucement le gel afin d’éviter la formation des
bulles d’aires. On applique une fine couche de butanol saturé en eau (Annexe 2) pour aplatir le
gel et faire une barriére contre l'air afin d’accélérer la polymérisation qui prendra 30 a 35 min. Il
permet également d’éviter la formation des bulles d'air a la surface. Quand le gel se polymérise,

on élimine le butanol par ringage avec 1’eau distillée 2 a 3 fois.

% Le gel de concentration (stacking gel)

La concentration finale du gel est de 4% et ses dimensions sont de 7,3 x 2 cm. IL comporte
les mémes constituants que le gel de séparation, avec les mémes concentrations sauf pour le Tris
HCI qui a un pH de 6,8 au lieu de 8,8 (Annexe 2). Le gel est déposé sur le gel de séparation, les

peignes doivent étre bien centrés entre les plaques et sans créer de bulles. Le gel prend effet
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apres 20 a 30minutes, les peignes sont alors retirés soigneusement pour ne pas détériorer les
puits. Enfin, le tampon d’électrophorése contenant de la glycine 1,29M, du Tris 0,25M et du SDS
a1 % (Annexe 2) est verse dans les puits.

4.4.3. Dépot des échantillons et migration

Juste avant les dépéts, les eéchantillons sont décongelés. On dépose 20 ul d’échantillons par
puits a I’aide d’une microseringue. Le premier puits est réservé au marqueur de poids moléculaire
Kit LMW (Low Molecular Weight) Ge Healthcare UK (Tableau 2).

Tableau 2 : Poids moléculaire des protéines de références du Kit LMW (Low Molecular Weight).

Protéine Poids moléculaire (KDa)
Phosphorylase b 97
Albumine sérique bovine 66
Ovalbumine 45
Carbonique anhydrase 30
Inhibiteur de la trypsine 20.1
a-lactalbumine 14.4

Aprés le dépdt des differents échantillons, le dispositif est mis en place et la cuve
d'électrophorése est remplie avec un volume suffisant de tampon de migration. Enfin, la cuve est
fermée et reliée a un générateur qui va assurer le passage du courant électrique. La migration doit
étre réglée sous une tension déterminée a 200V et une intensité déterminée a 70mA et sera

maintenue jusqu’a ce que le front de migration atteigne le bas du gel (Figure 11).
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Figure 11 : Dispositif d’électrophorése SDS-PAGE des protéines totales.

4.4.4. Révelation des gels

Les gels ont été colorés au bleu de coomassie dans un mélange de 45 % de méthanol, 10 %
d’acide acétique et 0.25 % de bleu de coomassie (Annexe 3). La coloration fut faite a température
ambiante sous agitation constante. Les gels ont ensuite été décolorés dans un mélange de 30 % de

méthanol et de 10 % d’acide acétique et de 1’eau distillée (solution de décoloration) (Annexe 3).
4.4.5. Traitement des donnees

Les photos des gels obtenues ont été analysées a 1’aide du logiciel Ecapt. 1l calcule le poids
moléculaire de chaque bande détectée, en effectuant une comparaison entre son rapport frontal et

celui des différentes bandes du marqueur de poids moléculaire (dont les tailles sont connues).
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1. Effet des stress salin et hydrique sur la germination

1.1. Variation des taux de germination finale (G, %) et indice de tolérance (IT)

L’impact des stress salin et hydrique sur le comportement germinatif peut étre consideré
comme un bon indicateur du degré de tolérance des plantes vis-a-vis de ces deux contraintes.
Bien qu’il ne reproduise pas intégralement le comportement des plantes, en conditions de stress,

le taux de germination nous renseigne de maniére plus ou moins précise sur leur aptitude a
tolérer le stress.

Le taux de germination est rapporté dans les figures 12 et 13. Les résultats indiquent que le
pourcentage de germination des deux variétés de blé dur étudiées est variable en fonction du type

d’osmoticums utilisé, de la concentration imposée et de la variété elle-méme.

120
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40 uW
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0] 100 200

NaCl {mM)

Figure 12 : Evolution de la capacité de germination sous condition contréle (0 mM) et sous différentes
conditions de stress salin (NaCl a 100 et 200 mM) chez les deux variétés de blé dur étudiées. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).

Globalement, en absence de stress I’ensemble des graines testées ont germé avec un taux
atteignant les 100 % que ce soit chez la variété Beliouni que chez la variété Waha. En condition
de stress salin, pour une concentration de 100mM de NaCl, le taux de germination reste assez
élevé avec des valeurs aux alentours de 97.92 % pour la variété Beliouni et de 95.83 % pour la

variété Waha. Tandis qu’en présence de 200 mM de NaCl, la capacité de germination diminue
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pour atteindre un taux de 81.25 % chez Beliouni en notant une réduction plus marquée chez
Waha avec 79,17 %.
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Figure 13 : Evolution de la capacité de germination sous condition contrble (0%) et sous différentes
conditions de stress hydrique (PEG-6000 a 10% et 20%) chez les deux variétés de blé dur étudiées. Les
valeurs constituent les moyennes + écarts types (n=3).

Suite a une exposition a un stress modéré en présence de 10% de PEG-6000, les valeurs
observées varient entre 95.83 % pour la variété Beliouni et 91.67 % pour la varieté Waha. A
noter qu’elles semblent étre 1€gerement plus basses que celles observées en présence d’un stress
salin modéré. Cette baisse est d’ailleurs plus distincte pour un traitement de 20% de PEG-6000,
ou I’on enregistre un taux minimal de 56.25 % chez la variété Waha comparativement a Beliouni
avec un taux maximal de 68.75%.

Les résultats sont vérifiés par I’analyse de la variance et la comparaison des moyennes, ce
qui fait ressortir un effet traitement tres hautement significatif (p<0.001) pour le PEG-6000et
pour le NaCl ainsi qu’un un effet génotype hautement significatif (p<0.01) et un effet interaction
significatif en présence de PEG-6000.
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Tableau 3 : Carrés moyens de I’analyse de variance du pourcentage de germination finale (G, %) des
deux variétés de blé dur testées a 0, 100 et 200 mM de NacCl.

Parametre

Facteurs G%

Traitements (T) 679,253

Génotypes (G) 8,681"™

Interaction (T x G) 2,170™

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** : effet
tres hautement significatif p<0,001.

Tableau 4 : Carrés moyens de ’analyse de variance du pourcentage de germination finale (G, %) des
deux variétés de blé dur testees a 0, 10 et 20% de PEG-6000.

Paramétre

Facteurs G%

Traitements (T) 536,016

Génotypes (G) 138,889

Interaction (T x G) 60,764

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** . effet

trés hautement significatif p<0,001.

Les données obtenues indiquent également que toutes les graines ne présentent pas une
capacité identique a tolérer les stress imposés. La variété Beliouni présente 1’indice de tolérance
le plus élevé pour le taux de germination quel que soit le traitement appliqué par rapport a la
variété Waha. Les indices de tolérance enregistrés sur 1’ensemble des trois répétitions de
I’expérience montrent que le génotype Beliouni s’avere étre le plus vigoureux et celui qui tolére

le mieux les stress salin et hydrique.

Nos résultats indiquent un effet dépressif du NaCl et du PEG-6000 sur le pouvoir germinatif
des graines, quelle que soit la concentration administrée. Ceci concorde avec les résultats de

travaux antérieurs (Khayatnezhad et Gholamin, 2011 ; Mrani Alaoui et al., 2013 ; Benderaddji et
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al., 2016). De plus un stress sévere imposé par I’addition de PEG-6000 semble avoir un plus

grand impact sur ce parametre (Almansouri et al., 2001).

Selon Ndour et Danthu., (1998) les différences génotypiques observées s’expliquent par le
fait que la germination est contrélée aussi bien par des caractéristiques génotypiques que par les
conditions environnementales. D’aprés Khayatnezhad et Gholamin., (2011), la présence des
agents de stress (le chlorure de sodium ou le polyéthyléne glycol) dans le milieu de germination
réduit I'absorption de l'eau conduisant a une difficult¢ d’hydratation des semences. Ce qui va
inhiber la translocation des réserves vers l'axe embryonnaire en croissance. De plus, Smith et
Comb., (1991), ont noté que la salinité peut affecter la germination, en raison de 1’absorption des
ions toxiques, qui peuvent causer des changements dans les activités enzymatiques ou

hormonales des semences.
1.2 Variation de la germination moyenne journaliere (MDG, %o)

L’examen des résultats illustrés dans les figures 14 et 15 indique un retard de la germination
des graines ainsi qu’une diminution de la moyenne de germination journaliére ; et ceux pour les
deux génotypes testés proportionnellement avec 1’augmentation de I’intensité du stress. On
remarque qu’en condition contrdle, le taux moyen de germination journaliére atteint les 14,25 %

chez les deux variétés étudiées.
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Figure 14 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 100 et 200 mM) sur la moyenne journaliere
de germination des variétés de blé dur étudiées. Les valeurs constituent les moyennes + écarts types (n=3).
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On remarque également que ces moyennes sont toujours plus élevées pour Beliouni que pour
Waha, quelle que soit la concentration de I’agent de sélection utilisé. En présence du NaCl ou du
PEG-6000, ce paramétre diminue progressivement chez les deux variétés de blé dur testées. En
effet, pour un stress de 100mM de NaCl, les valeurs enregistrées pour les variétés Beliouni et
Waha sont de 13,96 % et 13,68 % respectivement. Elles subissent donc une faible diminution par
rapport aux témoins. Pour ce qui est du traitement & 200 mM, les valeurs enregistrées continuent
a baisser pour atteindre 11,6 % et 11,3 % respectivement pour les deux variétés.
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Figure 15: Effets de différentes concentrations de PEG-6000 (0, 10% et 20%) sur la moyenne
journaliére de germination des variétés de blé dur étudiées. Les valeurs constituent les moyennes * écarts
types (n=3).

En présence de 10% de PEG-6000, la germination moyenne journaliére reste quand méme
élevée avec des valeurs aux alentours de 13.68 % pour la variété Beliouni et de 13.09 % pour la
variéte Waha. Alors que pour une concentration de 20% de PEG-6000 les valeurs enregistrées
diminuent considérablement. Ces dernieres passent donc a 9.8% et 8.01% respectivement chez
Beliouni et Waha.
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D’apres Bliss et al., (1986), le retard de germination des graines se fait en fonction de la
concentration de 1’osmoticum utilisé et est couplé avec la diminution de la moyenne de
germination journaliere. Cette réduction serait due au temps que va prendre chaque génotype

pour ajuster la pression osmotique interne de ses tissus.

De nombreux travaux mettent en évidence une telle diminution chez des variétés de blé dur
soumises a différents niveaux de stress salin (Khan et Balz, 2018) et chez le Pin de Calabre en

condition de stress hydrique (Boydak et al., 2003).
1.3 Evolution de la cinétique de germination (CG, %o)

Les différentes concentrations de NaCl et de PEG-6000 exercent un effet sur 1’évolution du
taux de germination des deux génotypes au cours du temps. D’apreés les cinétiques de
germination, on constate que les stress salin et hydrique ont provoqué une augmentation du

temps nécessaire pour la germination chez le lot de graines testées.

En condition standard, les deux génotypes ont enregistré un taux maximal aprés seulement 2
jours d’incubation. L’application du stress, a par contre, rallongé le temps de germination. Une
durée qui varie en fonction du génotype et des concertations de NaCl et de PEG-6000, mais en

étant toujours plus longues chez la variété Waha.

Les résultats qui concernent la variété Beliouni montrent qu’un stress de 100mM de NaCl ou
de 10% de PEG-6000 va faire en sorte que le taux maximal soit atteint au quatrieme jour
(Figure.16. et .17.). Tandis qu’en présence de fortes doses c’est-a-dire 200mM de NaCl et 20%
de PEG-6000 on constate une stagnation des taux au septieme jour (Figure 16 et 17).
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Figure 16 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 100 et 200 mM) sur la cinétique de
germination de la variété Beliouni.
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Figure 17 : Effets de différentes concentrations de PEG-6000 (0, 10% et 20%) sur la cinétique de
germination de la variété Beliouni.

Pour ce qui est de la variété Waha, le taux maximal est atteint aprés quatre jours a la suite
desquels on constate une stagnation en présence de 10% de PEG-6000 (Figure.19.). Pour ce qui
est des concentrations restantes a savoir 100 mM et 200 mM de NaCl et 20% de PEG-6000, les

valeurs maximales sont atteintes au bout de 5 jours et toujours avec des taux de germination plus
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faibles (Figurel8 et 19). 1l s’agit d’un palier représentant le pourcentage final de germination et

traduisant la capacité germinative de chaque variété sous ’effet des deux osmoticums et pour
chaque concentration.
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Figure 18 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 100 et 200 mM) sur la cinétique de
germination de la variété Waha.
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Figure 19 : Effets de différentes concentrations de PEG-6000 (0, 10% et 20%) sur la cinétique de
germination de la variété Waha.
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Ces résultats sont cohérents avec ceux trouveés par Sayar et al., (2010) chez le blé, et qui ont
affirmé que la salinité ou la sécheresse du milieu de croissance peuvent affecter la germination

des semences en réduisant la facilité avec laquelle ces derniéeres absorbent 1’eau.

D'apres Ben Miled et al., (1986), ce retard peut étre expliqué par le temps nécessaire a la
graine pour mettre en place des mécanismes lui permettant d’ajuster sa pression osmotique
interne. Alors que Ghrib et al., (2011), ont expliqué que ce retard pouvait étre da a I’altération
des enzymes et des hormones qui se trouvent dans la graine en cas de toxicité causée par le stress

salin.
1.4 Evolution des longueurs racinaires (LR, cm) et nombre de racines (NBR)

Les résultats de 1’analyse du systéme racinaire sont présentés dans les figures 20 et 21. En
conditions normales, les longueurs racinaires varient entre 11.1 cm chez Beliouni et 9.5 cm chez
Waha. Alors gu’en présence d’un stress salin modéré (100mM de NaCl) les longueurs passent a
7.7 cm chez Beliouni et a 8.2 cm chez Waha. En revanche, un stress salin sévere (200 mM de
NaCl) entraine une diminution considérablement des valeurs enregistrées. Les longueurs

racinaires sont alors de 3.8 cm et de 3.4 cm respectivement pour Beliouni et Waha (Figure 20).
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Figure 20 : Evolution de la longueur racinaire sous condition contrdle (0 mM) et sous différentes
conditions de stress salin (NaCl a 100 et 200 mM) chez les variétés de blé dur étudiées. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).
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En présence de 10% de PEG les valeurs notées sont de I’ordre de 8.5 cm chez Beliouni et de
7.2 cm chez Waha. Les réductions les plus importantes sont observées sous une concentration de
20% de PEG avec une valeur de 2.9 cm chez Beliouni et de 1,6 cm chez Waha (Figure 21).
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Figure 21 : Evolution de la longueur racinaire sous condition contréle (0%) et sous différentes conditions
de stress hydrique (PEG-6000 a 10% et 20%) chez les variétés de blé dur étudiées. Les valeurs constituent
les moyennes + écarts types (n=3).

L’analyse de la variance a deux facteurs du paramétre longueur des racines (Tableaux 5 et 6)
montre que le stress salin appliqué aux variétés Beliouni et Waha a un effet tres hautement
significatif concernant le traitement pour les deux osmoticum et pour I’interaction en présence de
NaCl. Pour I’effet génotype, il est trés hautement significatif en présence de PEG-6000 et

hautement significatif en présence de NacCl.

Concernant le nombre de racines, on note une réduction chez les plantes stressées
comparativement aux temoins des génotypes étudiés (Figures 22 et 23). En condition contrdle, le
nombre de racines reste plus élevé avec une moyenne de 5 racines par plantule chez Beliouni et
4 racines par plantule chez Waha. En revanche en conditions stressantes, on observe des systéemes
racinaires moins ramifiés et moins développés. Suite a I’application d’un stress salin modéré ou
sévere, les deux variétes exhibent des valeurs qui oscillent entre un maximum de 4 racines contre

un minimum de 3 racines par plantule. En présence de 10% de PEG, le nombre de racines est le
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méme chez les deux variétés avec une moyenne de 4 racines par plantule. Toutefois, il semblerait
qu’un stress hydrique sévere ait une plus grande incidence que le NaCl a forte concentration en
faisant diminuer considérablement ce dernier a 2 racines chez Beliouni et une seule racine chez
Waha. L’analyse de variance pour ce paramétre et sous PEG-6000 révéle un effet tres hautement
significatif du facteur traitement et hautement significative pour le facteur génotype. Pour le
traitement NaCl 1’analyse révele un effet trés hautement significatif pour les facteurs traitement

et génotype ainsi qu’une interaction (traitement x génotype) hautement significative
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Figure 22 : Nombre de racines sous condition contréle (0 mM) et sous différentes conditions de stress
salin (NaCl & 100 et 200 mM) chez les variétés de blé dur étudiees. Les valeurs constituent les moyennes
* écarts types (n=3).
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Figure 23 : Nombre de racines sous condition contréle (0%) et sous différentes conditions de stress
hydrique (PEG-6000 a 10% et 20%) chez les variétés de blé dur étudiées. Les valeurs constituent les
moyennes * écarts types (n=3).

Les résultats obtenus pour les longueurs racinaires et le nombre de racines sont similaires a
des travaux antérieurs notamment ceux d’Almansouri et al., (2001), portant sur des variétés de
blé dur soumises a différentes concentrations de NaCl et de PEG-6000 et ceux de Haoula et al.,

(2007).

Ces constatations faites au niveau de la partie racinaire des plantes stressées seraient
probablement dues a un arrét de la division et de I’élongation cellulaire au niveau des racines
(Bendarradji et al., 2016 ; Radhouane, 2007).

1.5 Evolution des longueurs de I’épicotyles (LE, cm)

La longueur de 1’épicotyle des plantules diminue avec l'augmentation de I’intensité du stress
(Figures 24 et 25). En conditions témoins, la longueur de 1’épicotyle atteint les 6.53 cm chez
Beliouni et 3.43 cm chez Waha. Alors qu’une concentration de 100 mM de NaCl réduit
clairement la longueur de ces derniers qui passent a 4.17 cm chez Beliouni et a 1.73 cm chez
Waha. Tandis qu’en présence de 200mM de NaCl la réduction est encore plus considérable avec

des valeurs allant de 0.83 cm a 0.57 cm respectivement chez Beliouni et Waha.
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Figure 24 : Evolution de la longueur des épicotyles sous condition controle (0 mM) et sous différentes
conditions de stress salin (NaCl a 100 et 200 mM) chez les variétés de blé dur étudiées. Les valeurs
constituent les moyennes  écarts types (n=3).

En présence de 10% de PEG-6000, la longueur des épicotyles est de 4.93 cm chez la variété
Beliouni et de 2.9 cm chez la variété Waha. En revanche le traitement de 20% de PEG-6000
entraine une réduction sérieuse en notant des valeurs quasiment proches du O pour Beliouni et
Waha (0.43 et 0.27 respectivement) (Figure 25).
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Figure 25 : Evolution de la longueur des épicotyles sous condition contrdle (0%) et sous différentes
conditions de stress hydrique (PEG-6000 a 10% et 20%) chez les variétés de blé dur étudiées. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).
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L’analyse de la variance a deux facteurs du paramétre longueur des épicotyles (Tableaux 5 et
6) montre que le stress salin (NaCl) et le stress hydrique (PEG-6000) appliqué aux variétés
Beliouni et Waha ont été tres hautement significatif pour les facteurs génotype et traitement ainsi

que pour leur interaction.

Tableau 5 : Carrés moyens de ’analyse de variance du pourcentage de germination finale (G, %), des
longueurs racinaires (LR), du nombre de racines (NBR) et de la longueur des épicotyles (LE) des deux
variétés de blé dur testées sous conditions de stress salin (NaCl).

Paramétres
Facteurs LR NBR LE
Traitements (T) 69,876 2,712 27,5447
Génotypes ( G) 0,980 1,227 16,8207
Interaction (T x G) 1,727 0,187 3,292

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** : effet
tres hautement significatif p<0,001.

Tableau 6 : Carrés moyens de I’analyse de variance du pourcentage de germination finale (G, %), des
longueurs racinaires (LR), du nombre de racines (NBR) et de la longueur des épicotyles (LE) des deux
variétés de blé dur testées sous conditions de stress hydrique (PEG-6000).

Parameétres
Facteurs LR NBR LE
Traitements (T) 103,324 14,896 35,327
Génotypes (G) 8,961 0,436 14,045
Interaction (GxT)  0,041™ 0,096™ 3,307

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** : effet
tres hautement significatif p<0,001.

D’aprés nos résultats, les deux osmoticum ont réduit davantage la croissance des parties
aériennes comparativement a celle des parties racinaires. En notant également qu’un traitement
de 20% de PEG-6000 a eu un plus grand impact. Des résultats comparables ont été rapportés chez
le riz et chez le blé (Dubey et Singh, 1999 ; Almansouri et al., 2001).
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La réduction de la croissance aérienne observée au niveau des plantules peut s’expliquer par
une augmentation des taux de certains régulateurs de croissance dans les cellules, notamment
I’acide abscissique induit par le stress hydrique et la salinité (Daroui et al., 2012 ; Marguerit,
2010).11 est établi que I'effet d’un stress salin et hydrique varie sensiblement en fonction de la
séverité du stress, de la durée d’exposition, du stade de développement et du génotype (Yokota et
al., 2006).

1.6. Réversibilité de I’action du stress

Nous avons constaté que de fortes doses de chlorure de sodium et de polyéthyléne glycol-
6000 (200mM et 20% respectivement) provoquent un effet dépressif sur la germination des

graines des deux génotypes de blé dur étudiés. Cette inhibition peut étre osmotique et/ou toxique.

Dans le cas ou elle serait d’origine osmotique, on devrait s’attendre a une reprise de la
germination apres levée de cette contrainte. Par contre, si des phénomenes de toxicité ionique

interviennent, on peut prévoir I’absence d’une reprise de germination (Hajlaoui et al., 2007).

La remise en germination en présence d’eau distillée, des graines non germées a des
concentrations de 20% de PEG et de 200mM de NaCl a été conduites afin de préciser I’origine de

I’inhibition.

Concernant le lot de graines ayant initialement non germé en présence de 200 mM de sel ; le
transfert des graines dans de 1’eau distillée est suivi d’une reprise de la germination pour la
variété Beliouni ce qui n’est pas le cas pour la variété Waha. Ceci laisse supposer que cette méme
concentration est responsable de 1’apparition de phénoménes toxiques et osmotiques chez la

variété en question.

Pour ce qui est du lot de graines initialement non germé en présence de 20% de PEG-6000 ;
le transfert dans de I’eau distillée est suivi d’une reprise de la germination pour les deux variétés
de blé dur. Cependant, la capacité germinative reste plus faible que celle obtenue chez les graines
mises directement sur le milieu témoin. De méme que, le taux de germination apres la reprise est
toujours supérieur chez Beliouni par comparaison a celui de Waha, quel que soit le type de

contrainte (chlorure de sodium ou polyéthyléne glycol).
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La réversibilité de la réponse au sel a été démontrée dans les travaux de Alaoui et al., (2013),
sur six variétés de blé cultivé au Maroc. Selon Hajlaoui et al., (2007), si des phénomenes de
toxicité ionique interviennent, méme en supprimant la contrainte imposée au départ, on peut
prévoir 1’absence d’une reprise de la germination. Ceci serait la résultante d’une accumulation

des ions Na" et CI".

2. Effet des stress salin et hydrique sur des caractéres physiologiques et
biochimiques
2.1 Evolution de la teneur en chlorophylle total (SPAD index, TCT)

Les variations de la teneur en chlorophylle totale des feuilles mesurée par SPAD (indice de la
teneur en chlorophylle foliaire) sont présentées dans les figures 26 et 27. Il existe une relation
étroite entre le taux de la chlorophylle et la nutrition azotée ce qui fait que le SPAD index est un

excellent outil pour estimer 1’azote foliaire.

L’analyse des résultats obtenus indique que les taux les plus élevés sont enregistrés chez les
contréles avec une valeur de 35.2 et 34,37 (unité SPAD) respectivement pour les génotypes
Beliouni et Waha (Figures 26 et 27).
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Figure 26 : Variation de la teneur en chlorophylle (SPAD index) sous différentes conditions de stress
salin (NaCl a 0, 100 et 200 mM) chez les deux variétés de blé dur étudiées aprés une semaine
d’exposition. Les valeurs constituent les moyennes =+ écarts types (n=3).
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Par contre, apres une semaine de stress a 100 mM de NaCl on observe une diminution de
4.17 % chez la variéte Beliouni et de 3.3 % chez la variété Waha. Pour le traitement 8 200 mM de
NaCl, on remarque que le taux de diminution passe a 13.26 % et 13.87 % respectivement chez
Beliouni et Waha.

En ce qui concerne le stress hydrique, les plantes stressées avec 10% de PEG-6000 pendant
7 jours montrent une diminution de 9.93% pour la variété Beliouni et de 8.92 % pour la variété
Waha .Un effet qui est d’autant plus accentué a une concentration de 20% de PEG-6000 avec
17,23% et 17.85 % de réduction respectivement chez les deux variétes.

Ce qui indique que la teneur en chlorophylle exprimée en unités de SPAD diminue a la fois
en fonction de I’intensité du stress et du génotype mais aussi en fonction de 1’osmoticum utilisé

(Figures. 26. et .27.).
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Figure 27 : Variation de la teneur en chlorophylle (SPAD index) sous différentes conditions de stress
Hydrique (PEG-6000 & 0, 10% et 20%) chez les deux variétés de blé dur étudiées aprés une semaine
d’exposition. Les valeurs constituent les moyennes + écarts types (n=3).

Ces donnees confrontées au test statistique a 1’aide de I’analyse de la variance et la

comparaison des moyennes, révelent des différences trés hautement significatives pour I’effet
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traitement en présence de PEG-6000 et de NaCl. Par contre leur interaction ne 1’est pas (Tableaux
7 et 8).

La teneur en chlorophylle des feuilles peut étre influencée par beaucoup de facteurs tels que
I'age et la position des feuilles ainsi que par les facteurs environnementaux tels que la lumiére, la
température, la salinité et la disponibilité en eau (Hikosaka et al., 2006). L’étude de I’effet des
stress abiotiques sur la teneur en chlorophylle revét une importance particuliere du fait que
I’activité photosynthétique est largement tributaire de la teneur en chlorophylle (Radhouane,
2006).

Levingneron et al., (1995) rapportent que 1’effet néfaste des stress abiotiques sur les teneurs
en pigments chlorophylliens est partiellement a 1’origine de la diminution de la synthése des
hydrates de carbone (Benderradji et al., 2016). Une diminution qui peut s’expliquer par le fait
que les stress hydrique et/ou salin réduisent I’assimilation de I’azote via le sol. L’azote étant un
composant essentiel dans la formation de la chlorophylle, le stress va donc réduire la
concentration des pigments chlorophylliens (Parwata et al., 2012 ; Hajlaoui et al., 2015).

Nos résultats concordent avec ceux de Benderradji et al., (2016) qui ont attribué la chute des
teneurs en chlorophylle en condition de stress salin a: la diminution de la surface foliaire, la
fermeture des stomates et a la déficience de la fixation du gaz carbonique. Plusieurs études ont
signalé des dommages au niveau des pigments des feuilles en conditions de déficit hydrique
(Nyachiro et al., 2001 ; Moaveni, 2011, Bousba et al., 2013). Cela s’explique par la fermeture des
stomates et le manque de CO,, associés a une production accentuée des ROS (Mascher et al.,
2005). De cette facon, le déficit en eau peut conduire a une sur-réduction de la chaine de transport
des électrons photosynthétiques, entrainant des effets nuisibles tels que la photoinhibition et la
photo-oxydation (Bouchemal, 2018).

2.2. Détermination de la teneur relative en eau (TRE, %)

La teneur relative en eau est considérée comme un excellent indicateur de 1’état hydrique du
végétal. Une signification physiologique qui permet de mettre en évidence 1’état de la balance
hydrique de la plante. Ce paramétre est souvent affecté par aussi bien par les contraintes

hydriques que salines. Ce qui est conforme aux résultats obtenus dans notre expérimentation.

56




Chapitre 111 Résultats et discussions

Au niveau des témoins, les deux variétés étudiées marquent les meilleures valeurs de TRE qui
varient entre 100% chez la variété Beliouni et 98.67 % pour la variété Waha. Témoignant ainsi

d’une parfaite hydratation des cellules.

Sous DI’effet de la salinité, pour le premier niveau de stress, en présence de 100 mM de
NaCl, les valeurs de la TRE sont de 85.57 % chez le génotype Beliouni comme valeur maximale
et une valeur minimale de 80 % enregistrée chez la variété Waha. Suite a I’application d’un stress
sévere en présence de 200 mM de NaCl, les plantes stressées accusent une plus grande baisse par
rapport aux plantes exposées a 100 mM de NaCl. La variété Beliouni marque une valeur
maximale de 67.24 %, tandis que la varieté Waha marque une valeur minimale de 60.15 %
(Figure 28).
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Figure 28 : Variation de la teneur relative en eau (TRE) sous différentes conditions de stress salin (NaCl &
0, 100 et 200 mM) chez les variétés de blé dur étudiées aprés une semaine d’exposition. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).

En présence de PEG-6000, pour le premier niveau de stress, qui correspond a une
concentration de 10%, les valeurs de la TRE sont de 74 % chez le génotype Beliouni comme
valeur maximale et une valeur minimale de 72,28 % enregistrée chez la variété Waha. En ce qui
concerne le deuxieme niveau de stress, qui correspond a une concentration de 20%, on remarque

une diminution considérable de la TRE qui différe d’une variété a I’autre, elle est de I’ordre de
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57.24 % pour la variété Beliouni comme valeur maximale et de 50.24 % pour la variété Waha

comme valeur minimale.
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Figure 29 : Variation de la teneur relative en eau (TRE) sous différentes conditions de stress Hydrique
(PEG-6000 a 0, 10% et 20%) chez les deux variétés de blé dur étudiées aprés une semaine d’exposition.
Les valeurs constituent les moyennes + écarts types (n=3).

Les résultats sont vérifiés par I’analyse de la variance et la comparaison des moyennes de la
TRE (Tableaux 7 et 8), qui fait ressortir des différences trés hautement significatives pour I’effet
traitement et génotype (p<0.001) en présence des deux osmoticum. Pour I’interaction traitement x
génotype elle est significative (p<0.05).

Tableau 7 : Carrés moyens de 1’analyse de variance de la teneur relative en eau (TRE) et du taux de
chlorophylle (SPAD index) des deux variétés de blé dur testées a 0, 100 et 200 mM de NaCl.

Parametres
Facteurs TRE SPAD index
Traitements (T) 1436,474" 35,6117
Génotypes (G) 107,409 2,569™
Interaction (G x T) 15,86 0,077™

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** : effet
tres hautement significatif p<0,001.
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Tableau 8 : Carrés moyens de 1’analyse de variance de la teneur relative en eau (TRE) et du taux de
chlorophylle (SPAD index) des deux variétés de blé dur testées a 0, 10 et 20% de PEG-6000.

Parameétres
Facteurs TRE SPAD index
Traitements (T) 2473,136" 55,820
Génotypes (G) 57,566 3,645™
Interaction (G x T) 15,86 0,007™

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** : effet
trés hautement significatif p<0,001.

Parmi les éléments essentiels a la vie des végétaux, 1I’eau occupe une place de choix. Sans
elle, toute forme de vie disparait. L’état hydrique d’une plante peut étre exprimeé par sa teneur en
eau (Clarck et Mac-Caig, 1982 ; Mehani et al., 2012). De ce fait, la teneur relative en eau des
feuilles est un critére d’évaluation de la tolérance aux stress abiotiques. Selon Sonclair et Ludlow,
(1985) les variétés de blé qui ont une TRE importante sont les plus tolérantes aux stress
abiotiques. Ce parametre indique 1’état de turgescence des tissus de la plante et sa capacité a
maintenir un niveau d’hydratation a méme de garantir la continuité de son métabolisme
(Monneveux et al., 1997 ; Melloul et al, 2014).

De nombreux travaux mettent en évidence une diminution de la teneur relative en eau chez
des variétés de blé dur soumises aux stress hydrique (Amoumen et Benhebireche, 2013) et salin
(Khan et Balz, 2018).

Il est évident que les génotypes stressés exhibent une diminution variable de la TRE ; cette
variation génotypique pourrait étre attribuée a des différences dans le pouvoir d’assimilation de
I’eau par le systeme racinaire, a leur aptitude a contréler les pertes en eau via les surfaces
évaporatrices, ou a leur pouvoir d’ajustement osmotique servant au maintien de leur turgescence
cellulaire et de leurs activités physiologiques (Bouakez et Hamadouche, 2015). Scofield et al.,
(1988) notent que la diminution de ces teneurs en eau est plus rapide chez les variétés sensibles

par comparaison avec les variétés resistantes.

Les stress salin ou hydrique vont induire des changements au niveau du statut hydrique. Ce

processus conduit alors a: un desséchement des feuilles, une diminution du contenu relatif en
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eau suite a la perte de I’cau cellulaire, une réduction génerale de la croissance et de la

transpiration en plus d’une perturbation de I'noméostasie cellulaire (Ouhaddach et al.,2015).

Certains auteurs (Achour et al., 2015 ; Ouhaddach et al.,2015), ont suggéré que le stress salin
entraine une diminution de I’hydratation des tissus. Ceci peut étre di a la toxicité des ions Na*
et/ou CI" accumulés dans le cytoplasme a des niveaux dépassant la capacité de compartimentation
de la vacuole, L’accumulation de ces ions, serait le paramétre le plus impliqué dans le

flétrissement et la mortalité de certaines espéces.
2.3. Evolution des teneurs en proline (ng/100mg MF)

Les fonctions métaboliques des plantes se trouvent souvent perturbées en conditions de stress
salin et hydrique et notamment le métabolisme des acides aminés libres dont la proline constitue ;
pour de nombreuses especes 1’élément principal de modification. Les quantités accumulées ont

tendance a augmenter avec I’intensité des stress imposés.

Les résultats illustrés dans les histogrammes ci-dessous (Figures 30 et 31) indiquent que les
teneurs en proline sont plus élevées chez la variété Beliouni par rapport a la variété Waha en
conditions stressantes en particulier lorsque la concentration des agents de sélection (chlorure de

sodium et polyéthylene glycol) est élevée.

En effet, en absence de stress on remarque des taux faibles de proline avec 6.76 pug/100mgMF
et 7.78 png/100mgMF respectivement chez Beliouni et Waha. Par contre sous une contrainte
saline de 100 mM et apres 7 jours de stress, on observe une hausse des teneurs en proline avec
14.66 ng/100mgMF et 13.49 ng/100mgMF respectivement chez les deux génotypes. Alors qu'un
stress hydrique en présence de 10% de PEG-6000 a entrainé 1’accumulation des teneurs
suivantes : 16.63 pg/100mgMF et 14.96 pg/100mgMF respectivement chez Beliouni et Waha.
Quant a la hausse la plus conséquente elle est observée en cas de stress sévere. En effet, en
présence de 200mM de NaCl les valeurs passent a 30.75 pg/100mgMF chez Beliouni et a
21.04 pg/100mgMF chez Waha. Pour ce qui est du traitement de 20% de PEG-6000 elles sont de
34.21 pg/100mgMF chez Beliouni et de 25.13 pg/100mgMF chez Waha.
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Figure 30 : Variation de la teneur en prolines sous différentes conditions de stress salin (NaCl a 0, 100 et
200 mM) chez les deux variétés de blé dur étudiées aprés une semaine d’exposition. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).
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Figure 31 : Variation de la teneur en prolines sous différentes conditions de stress hydrique (PEG-6000 a
0, 10% et 20%) chez les deux variétés de bl¢ dur étudiées aprés une semaine d’exposition. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).
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D’apres ’analyse de la variance effectuée sur les deux facteurs (traitement, génotype) et
d’aprés I’analyse de leur interaction on constate 1’existence d’un effet traitement trés hautement
significatif ainsi qu’un effet génotype et un effet interaction significative sous conditions de stress
salin (NaCl). Pour le stress hydrique (PEG-6000) I’effet génotype et 1’effet interaction est
hautement significatif. Quant a I’effet traitement il s’est révélé trés hautement significatif

(Tableau 9 et 10).

La proline est considéree comme un "élément osmorégulateur” dont lI'accumulation semble
étre un indice de résistance non seulement au stress salin mais également au stress hydrique
(Djahra et al.,2015). Cette aptitude varie d’ailleurs d'une espece a l'autre et selon la nature et
I'intensité du stress rencontré (Delauney et Verma, 1993). Selon Wilfred (2005), la capacité
d’accumulation de la proline chez les plantes est un facteur variétal, permettant de garder la

turgescence et le volume cytosolique aussi élevé que possible.

Cet acide aminé induit en conditions limitantes, peut étre le résultat de trois processus
complémentaires : stimulation de sa synthése, inhibition de son oxydation et/ou altération de la

biosynthése des protéines (Tahri et al., 1988).

Le role de la proline dans la résistance au stress salin n’est pas encore élucidé. Il peut agir
comme un osmoticum dont I’accumulation cytoplasmique permet de neutraliser les effets
ioniques et osmotiques de la compartimentation du sel dans la vacuole. Selon un autre point de
vue, ce phénomeéne n’est pas une réaction d’adaptation au stress, mais plutét le signe d’une
perturbation métabolique (Nasri, 2014). Globalement, I’augmentation des teneurs de la proline a
été démontrée chez de nombreuses espéces et notamment le blé dans différentes situations de
salinité et/ou de sécheresse (Denden et al., 2005 ; Brahimi, 2017 ; Nouri 2002). Et la présence de
ce soluté compatible est souvent corrélée avec la capacité des plantes a survivre en condition de

stress.
2.4. Evolution des teneurs en sucres solubles (ug/100mg MF)

Le dosage des sucres totaux, extraits a partir des feuilles des deux variétés étudiées, a montré
que la quantité de sucres accumulés augmente avec la concentration des agents de stress (Figures
32 et 33).
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Sous conditions controle, les valeurs rapportées tournent aux alentours de 8.5 pug/100mgMF

pour la variété Beliouni et de 10.06 pg/100mgMF pour la variété Waha.

Pour une concentration de 100mM de NaCl et aprés une semaine de stress, les valeurs
signalées sont plus élevées par rapport aux témoins, avec 18.9 pug/100mg MF pour la variété
Beliouni et 16.35 ug/100mg MF pour la variété Waha. Un stress salin plus marqué avec une
concentration de 200 mM de NaCl, amplifie davantage I’accumulation des sucres dans les tissus
foliaires dont les valeurs enregistrées sont de ’ordre de 36.97 pg/100mg MF chez la variété
Beliouni soit une augmentation de 77.01 % par rapport au témoin et de 28.55 ug/100mg MF

chez la variété Waha soit une augmentation de 64.76 %.

L’application d’un stress de 7 jours, en presence de 10% de PEG-6000 entraine
I’accumulation des teneurs suivantes: 22.43 pg/l100mg MF et 14.38 ng/100mg MF
respectivement chez les génotypes Beliouni et Waha. De méme que pour le précédent osmoticum
I’application d’un traitement de 20 % de PEG-6000, produit un effet d’autant plus accentué avec
chez la variété Beliouni une valeur maximale de 1’ordre de 47.5 pg/100mg MF soit une
augmentation de 82.11%. Tandis que la valeur minimale est notée chez la variété Waha avec

29.15 pg/100mg MF soit un taux d’augmentation est de 65.49 % par rapport au témoin..
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Figure 32 : Variation de la teneur en sucres solubles sous différentes conditions de stress salin (NaCl a 0,
100 et 200 mM) chez les deux variétés de blé dur étudiées aprés une semaine d’exposition. Les valeurs
constituent les moyennes + écarts types (n=3).
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Figure 33 : Variation de la teneur en sucres solubles sous différentes conditions de stress hydrique
(PEG-6000 & 0, 10% et 20%) chez les deux variétés de blé dur étudiées aprés une semaine d’exposition.
Les valeurs constituent les moyennes + écarts types (n=3).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification montre que ce parametre differe
de maniére tres hautement significativement (P< 0,001) pour les deux facteurs ainsi que pour leur
interaction en présence de PEG-6000 (Tableaux 9 et 10) entre les deux variétés étudiées. Pour le
traitement au NaCl, 1’analyse révele un effet traitement trés hautement significatif ainsi qu’un

effet génotype et interaction génotype X traitement significative.

Tableau 9 : Carrés moyens de 1’analyse de variance de la teneur en proline (Pro) et en sucres
solubles (Suc) des deux variétés de blé dur testées a 0, 100 et 200 mM de NaCl.

Paramétres
Facteurs Suc Pro
Traitements (T) 849,738 532,996
Génotypes (G) 44,243 48,511 "
Interaction (G x T) 37,740 48,194

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** : effet
trés hautement significatif p<0,001.
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Tableau 10 : Carrés moyens de I’analyse de variance de la teneur en proline (Pro) et en sucres
solubles (Suc) des deux variétés de blé dur testées a 0, 10 et 20% de PEG-6000.

Parametres
Facteurs Suc Pro
Génotypes (G) 1323,756 767,296
Traitement (T) 308,678 47,304
Interaction (G x T) 148,813 41,087

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** . effet
tres hautement significatif p<0,001.

L’accumulation des sucres solubles est un moyen adopté par les plantes en cas de stress, afin
de résister aux contraintes du milieu (Tahri et al., 1997 ; Benderradji et al., 2016). Cela permet de
constituer une garantie pour le maintien d’une intégrité cellulaire élevée (Mefti et al., 1998). En
effet, ces solutés compatibles sont considérés par plusieurs auteurs comme de bons
osmorégulateurs qui peuvent jouer un role important dans 1I’ajustement osmotique et I’adaptation
des plantes a la sécheresse et a la salinité (Slama, 2002 ; Munns et al., 2006). Ils permettent aussi

la protection des biomembranes contre la déshydratation (Hireche, 2006).

L’augmentation des teneurs en sucres solubles, a ét¢ démontrée chez de nombreuses variétés
de blé tendre et/ou dur dans différentes situations de stress salin et/ou hydrique (Slama, 2002 ;
Benkadour, 2014 ; Benderradji et al., 2016 ; Brahimi, 2017).

2.5. Profils électrophorétiques des protéines totales

Pour mieux comprendre les bases moléculaires de la protéomique de la tolérance au stress
abiotique, I’analyse des protéines totales des feuilles des deux génotypes de blé dur testés par la
technique d’¢lectrophorése (SDS-PAGE) a été réalisées ; en ayant pour but I’identification
des profils d’expression des protéines impliquées dans la réponse aux traitements appliqués.
Des différences notables pour le nombre de bandes révélées en termes de nombre, de présence et
d’absence de bandes, mais aussi par rapport au poids moléculaire sont observées (Figures 34 et
35 ; Tableaux 11, 12 et 13).
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L’analyse des gels obtenus révele la présence de 78 bandes polypeptidiques avec des poids
moléculaires allants de 16.80 KDa jusqu’a 95.70 KDa (Tableau 13).

M T 100mM 200mM 10% 20%

60Kda

45Kda

30Kda

20,1Kda

14,4Kda

Figure 34 : Profil électrophorétique SDS-PAGE des protéines totales extraites a partir des feuilles de la
variété Beliouni soumise un stress salin et hydrique (M = Marqueur de taille (poids moléculaire en KDa),

T = Beliouni témoin).
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Figure 35 : Profil électrophorétique SDS-PAGE des protéines totales extraites a partir des feuilles de la
variété Waha soumise un stress salin et hydrique (M = Marqueur de taille (poids moléculaire en KDa), T

= Wabha témaoin).
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On constate la présence pour les témoins de 14 bandes observées chez la variété Beliouni
dont les tailles varient entre 17.45 KDa et 75.02 KDa. Pour les témoins de la variétée Waha 12
bandes sont observées dont les tailles varient entre 17.36 KDa et 93.50 KDa (Tableau 13).

En présence de 100 mM de sel, 11 bandes protéiques sont apparues pour la variété Beliouni
dont le poids moléculaire est de : 18.60, 22.70, 26.37, 39.52, 41.50, 45.88, 47.16, 51.58, 52.24,
59.10, 62.56KDa. Tandis que pour la variété Waha on retrouve 9 bandes de : 18.60, 20.80, 28.20,
32.43,41.50, 45, 47.16, 56, 59.10 KDa (Tableau 13).

Pour le méme traitement, mais pour une concentration de 200 mM, les 12 bandes protéiques
révélées chez la variété Beliouni sont de : 21.36, 23.75, 25.50, 28.70, 32.69, 39.90, 41.50, 45,
47.16, 51.58, 52.24, 59.10 KDa, mais 12 bandes sont détectées chez la variété Waha : 16.80,
21.36, 30, 40.24, 41.50, 47.16, 50, 51.58, 57.70, 59.10, 69.75, 93.90 KDa (Tableau 13).

Suite a une exposition a un stress modéré en présence de 10% de PEG-6000, les 11 bandes
protéiques révélées chez la variété Beliouni sont de : 21.19, 22.86, 25.29, 29.30, 39.31, 41.50,
44.40, 47.16, 51.58, 59.10, 60.70 KDa, mais les 11 bandes qui sont détectées chez la variété
Waha : 18.85, 20.80, 29, 33.25, 39.31, 41.50, 47.16, 51.58, 55.60, 59.10, 65.60 KDa (Tableau
13).

Sous I’effet de 20% de PEG, on note I’accumulation de 15 bandes protéiques chez Beliouni :
17.36, 18, 22.70, 32.69, 37.56, 41.50, 42.55, 47.16, 50.30, 51.58, 54.83, 59.10, 60, 70.80, 95.70
KDa. Mais seulement 13 bandes protéiques ont été révelées chez Waha: 18, 22.70, 24.60, 33.25,
41.50, 47.16, 48.40, 51.58, 52.24, 59.10, 59.35, 68.34, 80.20 KDa (Tableau 13).

On constate dans cette étude que les protéines qui ont les poids moléculaires de 41.50, 47.16,
59.10 kDa sont toujours présentent chez les deux varietés quelque soit le stress appliqué (Tableau
13).

Les stress abiotiques peuvent causer de profondes altérations du métabolisme cellulaire
(Iskandar et al, 2011) et la réaction des plantes a ces situations défavorables va se traduire
notamment par une synthese rapide de polypeptides. Plusieurs modifications dans le profil
protéique (I’inhibition, la surexpression ou encore [’apparition de nouvelles protéines)

interviennent suite a une exposition a la sécheresse et a la salinité. Une partie des protéines
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induites exercent une fonction directe dans 1’augmentation de la tolérance au stress (Schulze et
al., 2005). En effet, selon Hamdia et al., (2004), I’analyse des profils de deux cultivars de mais
un tolérant et l'autre sensible a la salinité, a montré un accroissement des protéines totales
solubles chez le premier par contre chez le second c’est ’effet inverse qui ce produit. Selon
Zerrad et al., (2008) I’évolution des teneurs en protéines totales, extraites a partir des coléoptiles
et des racines de deux variétés de blé dur marocaine a montré une corrélation positive entre la

sévérite du stress hydrique et le niveau de protéines totales produites.

Farshadfar et al., (2008), suggerent qu’une telle hausse pourrait étre due a une activation
d’un ensemble de génes permettant la synthése de protéines spécifiquement associées aux stress.
Parmi-elles, les protéines «LEA» qui assurent une protection de 1’ensemble vital des protéines
cellulaires (David et Grongnet, 2001), et les protéines de choc thermique qui permettent un
maintien des structures protéiques et membranaires de la cellule végétale (Baker et al., 1988).
D’autres protéines auront plutdt une fonction dans la chaine de transduction (protéines
régulatrices) qui aboutiront au final a la production de protéines fonctionnelles (Temagoult,
2009).

Concernant I’intensité des bandes et conformément a De Rodriguez et al., (2002), cette
derniére est directement liée a la concentration en protéines. Parmi les protéines détectées,
quelques-unes sont couramment décelées, alors que d’autres varient entre les génotypes en

fonction des conditions stressantes.

Tableau 11 : Récapitulatif du nombre de bandes révélées par électrophorese SDS-PAGE de la
variéte Beliouni sous conditions normale et stressante.
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Tableau 12 : Récapitulatif du nombre de bandes révélées par électrophorese SDS-PAGE de la
variété Waha sous conditions normale et stressante.

Tableau 13 : Diagramme présence/absence des bandes dans les feuilles des deux génotypes de blé dur
étudiés en condition controle (T : témoin) en présence de NaCl (1 : 100 mM, 2 : 200 mM) et en présence
de PEG-6000 (3 : 10%, 4 : 20%). (1 pour présence, 0 pour absence).

WT |W1 |W2 |W3 |wW4 |BT |Bl ||B2 B3 || B4
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 1 0 0 1
0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Résultats et discussions

Chapitre 111

28 25.29

(e} (o} (o} o} o} o} | o} | o} | jo]| jo] | fo]| [e)| e} E_]l (e} o} o} ol o} jo]| jo]| (e} | (e}l L] (e} Lol (o} o} jo}| o} e} o] ol | (el Eoi| Rl (el [al| B} fa)
all =] o] o} (o} o} (e} Lo)| o} jo]| o} (o} (e (o] jo}| (e} | ja]| o) el Lol (o] (e} (e} k]| (o} (e} e} Lol (o) (e} e} Lol (e} (e} el L) (o) (e} (e} fe)
(=} Eal| (e} o} o) Rl o} jo}| jo} | jo] | ja]| (e} e} L]l (e} e} | o} jo}| jo}| e} ja]| L] (e} L | jo}| e} e} o} Lol ja}| [a) o) o) | ()| (el )| (el Lo} (o) {a)
(e} e} il (o} (o} o} (o} (o} (o} jo]| o} | (o} | (e} (o] jo}| (e} | ja]| [} o) e} L) (o} (e} ]| (o} (o} e} e} (o) Lol (e} Lol (o) e} ol o) [ol| Lo (el fe)
(e} (o} o) o} | o} | o} | o} ko) o] jo] | o] | [e)| jle)| e} (e} | o} | o} jo}| jo}| ja] | ja]| (a]| (e}l L]| jle}| (e} Lol e} o} e} e} L] (o] (e ()| L )| (e} (e} (o) {a)
(e} (o} (o} o} o} o} o} o} | o] | jo] | o] | [e)| ]| e} E_]l| e} o} lo}| o} o] | o] | (e} | (e]| Lo]l| (o) e} e} o} e} | e} | e} R ) Eo | (el (el Rl (el Eo)| (e} fa)
(e} (o} (o) o} o} jo}| Eoll| o} o] | jo] | o] | [e)| le)| e} E_]l| o} o} jo}| jo}| ol lof| (o] | (e} Lol (o) e} e} o} lo}| je}| e} R || (o] | (e)| fe)| L (el e} fad| L
(e} (o} (o) o} o} o} | o} e} o]l (o] | o] e)| e]| o) (o) | e} | o} lo}| o} | o] | (e} | (a]| Lol Eol| (o) o} e} o} lo}| e} | e} Eo | ol Rl (el R (el e} (e} fa)
(e} (e} o} | o} Eo)l| o} o} jo}| jo] | jo] | ja]| (e} L] (e} (e} o} | o} jo}| o} ja] | (o] | (a]| (e} L]| (e} e} e} e} Lol ja}| e} L] o] (e} (e} fea)| (o) (o) (o) {a)
(e} (o} o o} o} o} | o} | o} | jo]| jo] | fal| Lo]| (e}| e} e} e} ol o} o} jo]| jo]| (e} | (e} L]| o} e} e} o} o} | ja}| e} o] (o] | (a]| (e} Lo (el e} (e} fa)
B[&S|SISIS|8|S) @I SIS S|SB B S e &) SN BS |8 BISHS 8|S SIS S &8 SIS 18| 8
MENEEEEEEEEEEEEEEE RSN NS E NS EE R R E




n

c

(@)

wn

[%2)

>

w OOO|HIO|||O|IO|IOOO|H||IO||IO||O||IO||O||

©

@

n (e} e} o) E_]| o} lal| ol o} (]| jo} fa}| (e} jo} (o] o) (ol (e} Y

+—

©

=

w (e} o} jo)| ko] o} ]| (o} jlo}| (e} jo}| feo}| (e} jo} (]| o) (ol (e} Y

N
(e} o} o) Lol o} la]| e} Lol (o] jo} fa}| (e} jo} (e} o) ol (e} fe)
O|H||O||HIOCOOO(OH|IO||IO||H||IO||IO||IC||O||O
OOO|HAH|IO|O||O||IOH|O|IO|IO|IO|H||IO||O||O
(e} e} o) Eo )| (o} o] (e} jlel| Eo || o) fleo}| e lo} (]| o) fol| (el Ye)
(e} el Rl Rl (o) (o] (o) jlo}| (o] fo) Rl (o] o} (o] fo) fol| Eo )| fe)
—AONO|HIO|IO|OC||O||ICO|O|IO||IO|IO||O||Io||a||O
[} {leo) (e}l Eo]| (o} (ol jol| jleol| jal Rl flol| o} o) Bl (ol Eol| Fe )| e

Chapitre 111



Conclusion




Conclusion

Les stress abiotiques affectent le développement et le bon fonctionnement des plantes. Ces
dernieres disposent tout de méme de mécanismes d’adaptation leur permettant de supporter
ces contraintes environnementales. Les principaux mécanismes de la tolérance mis en place
sont la résultante de plusieurs actions initiée par I’expression de différents génes et conduisant
a une réponse coordonnée.

Dans le cadre de ce travail nous avons eu comme objectif d’évaluer et de comparer le
comportement de deux variétés de blé dur (Triticum durum Desf.), Beliouni et Waha soumises
a différentes concentrations de NaCl (100mM et 200mM) et de PEG-6000 (10% et 20%).
Ceci en se basant, tout d’abord, sur des parametres de germinations, puis sur des parametres
physiologiques et biochimiques relevés au stade troisieme feuille.

Létude de la réponse aux stress salin et hydrique chez les deux variétés testées révele que

les deux contraintes affectent 1’ensemble des paramétres mesurés. Selon I’analyse des
variables étudiées, Beliouni semble étre capable de tolérer des concentrations de NaCl et de
PEG-6000 allant jusqu'a 200 mM et 20% respectivement ; avec un taux de germination finale
de 81.25 % et de 68.75 %. Ainsi qu’un indice de tolérance plus élevé. Cette concentration
peut constituer une limite de tolérance et un critere de sélection. Des concentrations élevées
de sel (NaCl) et de polyéthylene glycol agissent aussi de maniére négative sur la germination
moyenne journaliére, la cinétique de germination, la longueur racinaire, le nombre de racines
et la longueur des épicotyles. La partie aérienne semble étre plus touchée par les deux
osmoticums que la partie racinaire, méme si 1’utilisation d’une concentration de 20% de
PEG-6000 a eu un impact plus marqué sur les variables précédemment mentionnées.
L’¢étude physiologique et biochimique montre que, les traitements précédemment mentionnés
appliques au stade troisieme feuille ont provoqué une réduction de la teneur relative en eau et
de la teneur en chlorophylle (SPAD index). Accompagnées d’une hausse de la teneur en
proline et en sucres solubles a des taux variables entre traitements, génotypes mais toujours de
maniére plus importante pour la concentration de 20% de PEG-6000.

De plus I’analyse des gels obtenus a permis la mise en évidence de différences notables
dans le nombre et I’intensité des bandes révelées, mais aussi concernant le poids moléculaire.
Au total 78 bandes différentes d’un poids moléculaire allant de 16.80 KDa a 95.70 KDa ont
été observées, tous traitements confondus. Certaines d’entre elles sont observées aussi bien
chez les témoins que chez les stressés, d’autres sont au contraire réprimées tandis de nouvelles

sont induites.
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Conclusion

En conclusion, I’étude a montré que les deux variétés étudiées ont utilisé des stratégies de
tolérance assez similaire mais la différence qui existe se situe au niveau des taux de synthese

des marqueurs biochimiques étudiés.

Perspectives

Les résultats obtenus laissent entrevoir de nombreuses perspectives qui nécessitent des études

plus approfondies, a savoir :

e Cette étude devrait étre complétée par des expérimentations similaires sur le champ afin

de vérifier le degré de tolérance des variétés étudiées en conditions réelles.
e Elargir I’étude en comparant plus de variétés de blé dur.

e Viser I’aspect moléculaire de la tolérance au stress salin et hydrique, en réalisant une
électrophorese bidimensionnelle des protéines induites chez les plantes stressées. Ou
encore en réalisant une PCR quantitative de quelques genes impliqués dans les
mécanismes de biosynthese des osmolytes ou des génes codants pour des protéines

impliquées dans la protection des structures cellulaires chez le blé dur.
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Solutions et tampon d’extraction des protéines totales

Annexe.l.

a) Solution de précipitation (A)

Concentration finale | 100ml
TCA 10% 10g
2-mércaptoéthanol 0.07% 70ul
acetone Qsp 100ml
Conserver la solution a -20°C.
b) Solution de rincage (B)

Concentration finale | 100ml
2-mércaptoéthanol 0.07% 70ul
acétone Qsp 100ml

Conserver la solution a -20°C.

Solutions et tampons utilisés pour la préparation des gels

Annexe.2.

a) Gel de separation 12%

Concentration finale | volume
Acry Bis 40% 1.8ml
1.5M Tris-HCI pH 8.8 0.375M 1.5ml
10% SDS 0.1% 60ul
10% APS 0.05% 30ul
TEMED 0.1% 6ul
H20 Distillée 2.6ml
b) Gel de concentration 4%

Concentration finale | volume
Acry Bis 40% 0.2ml
0.5M TrisHCI pH 6.8 0.375M 0.5ml
10% SDS 0.1% 20ul
10% APS 0.05% 10ul
TEMED 0.1% 2ul
H20 Distillée 1.27ml
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c) Butanol saturé en eau

Volume
n-Butano 50ml
H20 Distillée 5ml

Bien homogénéiser, utiliser la phase supérieure.

d) Tampon d’électrophorése 10X pH 8.3

Concentration finale | 1L
Tris base 0.25M 30.30g
Glycine 1.92M 144.10g
SDS 1% 10g
H20 Distillée 1L

Tampon d’électrophorése 1X :

Solutions de réveélation et de décoloration

Diluer 100ml du tampon 10X avec 900 ml d H20 Distillée.

Annexe.3.

a) Solution de la coloration au bleu de coomassie

Concentration finale 1L
Bleu de coomassie R250 0.025% 250mg
Méthanol 40% 400ml
Acide acétique 7% 70ml
H20O distillée Qsp 1L
b) Solution de la décoloration

Concentration finale 1L
Meéthanol 5% 50ml
Acide acétique 7% 70ml
H20O distillée Qsp 1L

85



Année universitaire : 2018/2019 Présente par : AISSANI Nadjwa

INTITULE: ETUDE COMPARATIVE DES EFFETS DU STRESS SALIN ET
HYDRIQUE SUR LA GERMINATION ET SUR LE COMPORTEMENT
PHYSIOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE DE DEUX VARIETES DE BLE DUR.

M¢émoire de fin de cycle pour 1’obtention du diplome de Master en Biotechnologie et
Génomique Végétale

Résume :
La comprehension des mécanismes de tolérance au stress chez le blé, demeure primordiale afin de
pallier aux effets néfastes du stress et dévoiler les stratégies adaptatives mises en place par cette céréale.

Deux variétes de blé dur (Triticum durum Desf.) Beliouni et Waha ont été utilisées dans nos
expérimentations. Dans un premier temps, une étude de la germination a été réalisée en présence de NaCl
(0, 100 et 200mM) et en présence de PEG-6000 (0, 10 et 20%), en prenant en compte différentes variables
représentatives de la réponse des variétés étudiées a ce stade. Ces mémes variétés ont été ensuite cultivées
en chambre de culture pendant trois semaines (stade troisieéme feuille), a I’issue desquels le lot de plantes
stressées fut irrigué avec des solutions contenant les deux osmoticum (NaCl et PEG-6000) suivant les
concentrations préecédemment mentionnées. Différents parametres ont été considerés : le taux de
chlorophylle, la teneur relative en eau, le taux de sucres solubles et le taux de proline, ainsi que
I’électrophorése SDS-PAGE des protéines foliaires totales.

Les résultats obtenus ont montré que le NaCl et le PEG-6000 ont un effet dépressif sur le taux de
germination et sur la croissance des plantules. Un effet qui varie en fonction de I’intensité du stress et de la
variété considérée. Cela a également induit des différences notables aussi bien pour le taux de sucres et de
proline qui se traduisent par une hausse des valeurs observées. Que pour la teneur relative en eau et le taux
de chlorophylle qui ont tendance a diminuer en présence de stress. Le PEG-6000 s’est avéré étre
I’osmoticum le plus préjudiciable. Les différences observées concernant les bandes protéiques révélées par
SDS-PAGE, touchent aussi bien le poids moléculaire et I’intensité. Les deux variétés étudiées répondent
toutes deux aux agents de sélection, mais dans des proportions différentes qui varient également en fonction
du type d’osmoticum et de la sévérité du stress.
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