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Résumé

Le blé est une des céréales les plus employées dans 1’alimentation des populations
mondiales. Elle constitue également une source alimentaire importante pour les familles
algériennes, notamment le blé dur. La demande de plus en plus forte de cette derniere n’est
pas totalement satisfaite par 1’agriculture en raison de I’instabilité des rendements et les
irrégularités des précipitations. L’augmentation des rendements par le recours a la culture de

génotypes plus tolérants au déficit hydrique s’avére ainsi nécessaire.

Or I’obtention de ces génotypes repose sur la compréhension des mécanismes de
tolérance au stress hydrique et la réalisation des programmes d’amélioration génétique. Dans
le cadre de notre étude, deux approches étaient retenues : L’étude de la germination de deux
variétés de blé dur (Triticum durum Desf.), Beliouni et Waha, sous conditions de stress
hydrique en présence de PEG-6000 et 1’étude moléculaire, in silico, des protéines WYRK

impliquées dans I’adaptation du blé dur au stress hydrique
Les résultats obtenus, par les deux approches, se completent et permettent la

compréhension des mécanismes de tolérance au stress hydrique des deux variétés, qui semble

privilégier, la stratégie adaptative comme réponse au stress imposé.

Mots clés : Stress hydrique, blé dur, PEG-6000, germination, tolérance, indicateurs, protéine.
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Abstract

Wheat is one of the most widely used cereals in the diet of the world's populations. It
is also an important food source for Algerian families, notably its highly appreciated durum
wheat. The growing demand for the latter is not fully satisfied by agriculture due to the
instability of its yields and irregularities in rainfall.

It is therefore necessary to increase yields by resorting to the cultivation of genotypes
that are more tolerant of water deficit. However, obtaining these genotypes relies on
understanding the mechanisms of tolerance to water stress and carrying out genetic

improvement programs. Within this framework of our study, two approaches were retained:

The study of the germination of two varieties of durum wheat (Triticum durum Desf.),
Beliouni and Waha, followed under conditions of hydric stress in the presence of PEG-6000
and the molecular study, in silico, of WYRK proteins involved in the adaptation of durum

wheat to water stress.

The results obtained by the two approaches complement each other and allow us to
understand the mechanisms of tolerance to water stress of the two varieties, which seems to

favor, the adaptive strategy as a response to the stress imposed.

Key words: Water stress, durum wheat, PEG-6000, germination, tolerance, indicators,

protein.
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Introduction

Introduction :

Les céréales constituent d’une part importante des ressources alimentaires de I’homme et
de I’animal (Karakas et al, 2011), particuliérement les blés dur et tendre. Les produits issus de
la transformation de ces blés sont utilisés sous différentes formes et constituent des éléments
essentiels dans les modeéles alimentaires de la population mondiale (FAO, 2020). La
production mondiale, en progression constante et les échanges qui se multiplient entre les
régions du monde font de cette céréale I’une des principaux acteurs de 1’économie mondiale
(Lesage, 2011).

Cependant la croissance rapide de la population, l'urbanisation, les changements dans
les habitudes de consommation, et surtout les changements climatiques et la sécheresse,
mettent a rude épreuve la capacité de 1’agriculture mondiale & fournir les aliments nécessaires
a I'amélioration des moyens de subsistance d'une maniere durable (FAO, 2020).

Ainsi la récolte mondiale du blé, pour la campagne 2019 -2020, estimée par la FAO a
environ 762,6 millions de tonnes, devra couvrir difficilement la consommation mondiale. Ce
niveau de production est, d’ailleurs, en deca de celui des cing derniéres années.

En Algérie, de part leur importance et leur poids dans la sécurité alimentaire, les blés
dur et tendre constituent une des bases essentielles de I’alimentation humaine, notamment la
semoule (couscous et pates) et la farine (pain), et également de 1’alimentation animale (sons et
farines basses). Or face a la demande, devenue de plus en plus forte en raison de
I’accroissement de la population algérienne, les capacités de production du pays n’ont pas
évoluées, en raison des conditions climatiques qui influencent grandement 1’agriculture et ses
rendements.

L’aire céréaliere algérienne, se situant principalement dans les hauts plateaux et les
plaines intérieures, régions assimilées a 1’étage bioclimatique semi-aride (Zitouni, 2006),
subit les déficits hydriques qui y sont fréquents, causant des changements importants dans les
potentialités productives de 1’agriculture (Royo et Abio, 2003).

Pour parer a cette situation, améliorer les rendements de la céréaliculture algerienne et
réduire la dépendance alimentaire du pays envers les importations, il parait nécessaire de
recourir a la culture de variétés tolérantes au déficit hydrique. L’obtention de celles-ci repose

sur la réalisation des programmes d’amélioration génétique.

g



Introduction

Dans ce contexte I’étude de la phase de germination constitue un des segments
essentiels de la recherche scientifique, tant elle constitue une étape primordiale dans
I’installation des cultures, la croissance des plantes et leur développement optimal. Dans cette
phase, I’eau constitue un élément principal et déterminant dans le déroulement du processus
de la germination des graines : le passage de la vie latente des graines desséchées a la vie
active, est conditionné par une absorption massive de 1’eau, dont la quantité et la qualité
influent grandement la réalisation de ce processus.

Différents travaux ont démontré que le déficit hydrique constitue le principal stress qui
réduit significativement le déroulement optimal de la germination. L’abaissement du potentiel
du milieu de germination traduit une réduction prononcée de la prise d’eau par les graines en
germination, caractérisée sur le plan morphologique par la percée des téguments par la
radicule comme processus de croissance des cellules méristématiques radiculaires, ou la
turgescence constitue I’élément moteur de son déclenchement.

La compréhension des effets du déficit hydrique sur le comportement des variétés de
blé dans les différentes phases de leur développement, en particulier dans la phase de
germination, s’avére étre d’une importance réelle.

A cet effet, nous avons tenté d’évaluer le comportement germinatif de deux variétés de
blé dur, Béliouni et Waha, soumises a un stress hydrique imposé par I’utilisation du PEG-
6000.Les essais réalisés, les résultats obtenus, leur évaluation a travers un certain nombre
d’indicateurs et 1’éclairage théorique de notre démarche ont été notés dans le présent

mémoire, qui a été structuré en trois grands chapitres :

v Le chapitre I, ou nous faisons une synthése bibliographique mettant 1’accent sur le
matériel végétal objet de cette étude, I’'impact du stress hydrique sur les plantes
pendant la phase de germination et les mécanismes d’adaptation mise en place par les
graines pour face a cette contrainte. Notamment les mécanismes moléculaires actifs,
spécifiques du déficit hydrique, a I'échelle de génes et protéines pour identifier ceux
qui sont induits lors de ce stress et qui participent ainsi potentiellement aux réponses

de la plante.




v Le chapitre I, aborde une description du matériel végétal, de I’expérimentation et
des parametres d’analyse choisis pour évaluer I’impact du stress hydrique infligé par
le PEG -6000 sur les deux variétés de blé dur, et ses conséquences quant a la
germination. Ainsi que la définition du mode d’analyse et de traitements des résultats
des essais.

v" Le chapitre 111, héberge la description des résultats obtenus ainsi que leur discussion,
et une recherche in Silico des séquences qui permet de s’informer sur les
caractéristiques fonctionnelles, structurales et évolutives des protéines WYRK
impliquées dans la tolérance au stress hydrique.

Pour finir le présent mémoire par une conclusion générale et des perspectives suivi

d’une liste de références bibliographiques.
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1. Le blé dur

1.1. Généralité

Le bl¢ fait partie des trois grandes céréales les plus populaires dans 1’alimentation
humaine avec le mais et le riz. C’est la troisiéme espéce de par son importance en termes de
récolte mondiale, la plus consommée par I’homme (FAO, 2020). C’est une monocotylédone
qui appartient au genre de Triticum de la famille des Graminées, dont les deux espéces qui

dominent la production sont : le blé tendre et le blé dur.

Le blé dur, une céréale trés employée dans 1’alimentation des larges couches de
populations dans le monde, donne de la semoule pendant la mouture, produit valorisé dans la
fabrication des pates alimentaires, mais aussi des pains et pates traditionnels dans les pays du
Maghreb (comme la galette) (Feillet, 2000).

C’est une céréale riche en protéines, tres appréciées, notamment chez les populations
rurales, ou le pain a base de blé dur est un composant fondamental du régime quotidien (EI
(Hadef El Kolli, 2015). C’est une variété de blé dont le grain, dur et vitreux, est cultivé

depuis la Préhistoire.
1.2. Origine et répartition géographique

La culture du blé est une activité de ’homme qui remonte a pres de 15.000 ans avant
Jésus Christ, a une époque ou ’homme pratiquait déja la cueillette et faisait ses débuts comme
agriculteur. Cette période coincidait avec un €pisode climatique sec, aboutissant a 1’arrét du
mode de vie de «chasseur-cueilleur», et engendrant la domestication progressive des plantes,

associée a la création des premieres communautés villageoises (Wadley et Martin, 1993).

La plupart des recherches archéologiques ont confirmé que les origines du blé se
situent dans le croissant fertile plus précisément au sud de 1’Anatolie et au nord de la Syrie
(Ouanzar, 2012) (Figure 1). La culture du blé a été diffusée, par la suite, vers I’ Afrique, I’ Asie
et I’Europe a partir de cette région (Amrouche et Mesbah, 2017).

Par ailleurs, Gueorguiv et Arifi (1978), considerent le Maghreb comme origine

secondaire du blé.

.
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Bonjean et Picard (1990) affirment, quant a eux, que ’empire romain a largement
contribué a la diffusion des céréales du bassin méditerranéen vers I’Europe centrale et

I’Europe de 1I’Ouest

1 - 7800/- 7500 [ A1
\. _ ' o
~ eSS
B
‘v

- Origine de
Triticum turgidum
Diffusion de
# Tribcum turgedum
Légende

Figure 1 : Origine et diffusion de Triticumturgidum (Bonjean, 2001).
1.3. Origine génétique

La filiation génétique des blés est complexe et incompletement ¢lucidée. L’origine
génétique du blé dur sauvage provient du croisement entre Triticummonococcum (porteur du
génome A) et d’une graminée sauvage nommée Aegilops speltoides (porteuse du génome B).
Ce dernier a ensuite progressivement évolué vers T. turgidumssp. Dicoccum puis vers
T.durum (blé dur cultivé) ; possédant un nombre total de chromosomes de 2n = 28 (Levy et
Feldman, 2002, Huang et al. ,2002).

Le blé tendre, quant a lui, est une espéce hexaploide possedant un génome de type

AABBDD avec un nombre total de chromosomes de 2n =42. Il provient d’une hybridation
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suivie par un doublement chromosomique entre Triticumturgidum (AA BB) et Aegilops
tauschii( DD) (Levy et Feldman, 2002).

1.4. Classification botanique

Amira et Fadel (2013) ont mentionné dans leur mémoire de Master, que différentes
classifications basées sur des criteres morphologiques ont été proposées par de nombreux
auteurs (Grignac, 1965, Monneveux, 1989), et que ce type de classification a eu le mérite
d'orienter la recherche de génes susceptibles d'intéresser le sélectionneur sur le plan des
caractéristiques agronomiques tels que la résistance aux basses températures, la précocité et

les grains gros et vitreux.

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

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Poales

Famille Poaceae

Tribu Triticeae

Genre Triticum

Espéce TriticumdurumDesf

1.5. Cycle de développement
1.5.1. Période végétative
Le cycle de croissance du blé se compose de plusieurs phases au cours desquelles la

plante passe d’un stage végétatif a un autre et développe de nouveaux organes. Les étapes de

cette croissance sont illustrées par la figure 2 ci-dessous :
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Figure 2 : Cycle de développement du blé (Henry et al.,2000 )

1.5.2. Période de germination

Le semis est le premier geste du cultivateur qui met les grains en terre, puis vint la
germination qui voit le germe contenu dans la graine se développer au contact de I’humidité
de la terre, le processus de germination commence dés que la graine seche est hydratée. Le

sol est percé par le coléoptile qui est un étui protecteur de la premiere feuille.

Cette germination du blé a lieu a des températures de 4-37°C, la coléoptile apparait 4-
6 jours apres la germination, et a pour réle de protéger la premiere feuille (Karou et al.,1998).

1.5.3. Période de levée et de tallage

La levée est notée quand 50% des plantes sont sorties de la terre. Pendant cette phase,
les jeunes plantes sont sensibles au manque d'eau qui provoque une perte de ces veégétaux.
(Karou et al., 1998).
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La production des tallages commence a I’issue du développement de la troisiéme
feuille. L’apparition de ces talles se fait & un rythme régulier égal a celui de 1’émission des

feuilles.

Ces talles primaires peuvent ensuite émettre des talles secondaires, lesquelles a leur
tour émettent des talles tertiaires (Belaid, 1986; Gate, 1995). Cette étape marque la fin de la
période végétative et le début de la phase reproductive, conditionnée par la photopériode et la

vernalisation qui autorisent 1’élongation des entre-noeuds. ( Gate, 1995)
1.5.4. Période de reproduction

Cette période est caractérisée par: le stade de la montaison-gonflement, le stade

épiaison -floraison et le stade remplissage du grain :

v La montaison-gonflement débute a la fin du tallage et se manifeste a partir du stade épi
a1 cm par élongation du premier entre-nceud. Elle s’achéve a la fin de I’émission de la
derniere feuille et des manifestations du gonflement que provoquent les épis dans la
gaine.

v' L’Epiaison- floraison : L’épiaison se manifeste lorsque les épis apparaissent a
I'extérieur des tiges Les épis dégainés fleurissent généralement entre 4 a 8 jours apres
épiaison. (Bahlouli et al., 2005)

v Le remplissage du grain : Geslin et Jonard (1948) mentionnent que cette phase se
compose de trois étapes successives. La premiéere est une phase de multiplication des
cellules du jeune grain encore vert, dont la teneur en eau est élevée. Suit la phase de
remplissage actif du grain avec les assimilas prévenant de la photosynthése de la
feuille étendard et du transfert des hydrates de carbones non structuraux stockés dans
le col de I’épi. La quantité d’eau contenue dans le grain tend a se stabiliser : c’est le

pallier hydrique.

Les fortes températures au cours de cette période provoquent 1’arrét de la migration des
réserves des feuilles et de la tige vers le grain : c’est I’échaudage du grain. Puis suit la phase
de desséchement du grain, qui perd de son humidité pour atteindre son poids sec final
(Wardlaw, 2002).

.
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Figure 3 : Les différents stades de développement du blé (Ait Slimane et Ait Kaki, 2008).
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2. La culture du blé dur et son importance

2.1. Dans le monde

Les céréales occupent a I’échelle mondiale une place primordiale dans le systéme

agricole. Elles sont considérées comme une principale source de la nutrition humaine et
animale (Slama et al., 2005).

Parmi ces céréales, le blé occupe la deuxiéme place pour la production mondiale apres
le mais et la premiére place avant le riz comme source de nourriture pour les populations
humaines. (FAO, 2020).

La production mondiale moyenne des blés (dur et tendre) pour la période 2004-2010
est d’environ 640 millions de tonnes, soit 30% de la production céréaliére total (ble, riz, orge,
avoine, seigle, mais, sorgho). Elle s’est élevée, selon le conseil international des céréales
(IGC, 2018), en 2016/17 a 748 millions de tonnes et d’une production estimée pour la

campagne agricole 2017/18 d’environ 763 millions de tonnes. Soit une augmentation notable.

2.2. En Algérie

La situation de 1’Algérie caractérise par une production peu stable et une
consommation de plus en plus importante. Il ya cependant de bonnes saisons céréaliéres,
comme celle de 2018/19 ou la production a été estimée a 3 millions de tonnes en hausse de
0,6 million par rapport a 2017/18. Cette perspective favorable est due principalement aux
précipitations abondantes au niveau des régions de 1’Est, 1’Ouest et le Centre du pays (Dani,
2018).

Elle a été bien accueillie par les pouvoirs publics, car en matiére de consommation,
c’est I'un des pays du Maghreb ou celle ci demeure essentielle pour I’alimentation de la
population, avec une moyenne de consommation céréaliéere de 8 millions de tonnes par an
dont plus de 5,5 millions tonnes de blé (Ammar,2014).

Mais de maniére générale, la pluviometrie est globalement deficitaire, puisque dans les

zones les plus emblavées en céréales, elle varie de 350 mm a550 mm (Hachemi et al.,1979).

-
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Dans ces conditions, I’agriculture algérienne reste incapable de faire face a la
croissance de la demande en blé, en raison des changements des habitudes alimentaires et a
I’élévation des niveaux de vie de la population: avec plus de 203 kg /personne de
consommation par an, le secteur agricole est structurellement inapte a la satisfaire (Boussard
etal ; 2011).

En matiére de superficie, les céréales occupent environ 3.3 millions d’hectares , soit
pres de 35% des terres arables, avec une production majoritairement dans le nord du pays , et
aussi dans les zones semi — aride.(Ammar, 2014).

Le blé dur occupe le premier rang et est semé sur 1.2 millions d’hectares avec une
production qui oscille entre 1.5 a 2.0 millions de tonnes. Cette production couvre 40% des
besoins du pays, et représente 45% de la production totale des céréales. Le blé dur reste ainsi
la céréale prépondérante en Algérie (Bentouati et al., 2019).

Devant cette insuffisance de la production céréalicre et I’impératif de réduire les
volumes d’importation, les pouvoirs publics algériens se sont fixés comme objectif de porter
la production céréaliere & 70 millions de quintaux, avec notamment, 1’extension des surfaces
irriguées, I'intégration de la fertilisation, des semences certifiées et du renforcement de la

mécanisation.(Sellami,2018).

3. La germination

3.1. Définition

Le processus de germination, qui débute dés que la graine seche est hydratée et le sol
percé par le coléoptile, est un phénomeéne naturel qui intervient dans des conditions favorables
de température, d’oxygénation et d’obscurité ( Bensaadi , 2011).

Elle est la premiére phase du développement d’une plante, dans laquelle la graine

retourne a la vie active apres une période de dormance.

Lors de la germination, ’embryon augmente dans le volume par le phénomene
d’hydratation et 1’utilisation des réserves qui dégagent progressivement les enveloppes qui
I’entourent. La germination est régulée par des caractéristiques genotypiques mais aussi par

les conditions liées au milieu.

-
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3.2. Composition du grain du blé

Le blé est un fruit sec et indéhiscent contenant la graine, appelé « caryopse ». La
coupe longitudinale du grain révéle de 1’extérieur vers I’intérieur les parties suivantes : les

enveloppes, le germe et 1’albumen ou amande (Pomeranz, 1988).

Les enveloppes représentent 14 & 16 % du poids du grain. Elles sont constituées de

I’extérieur vers ’intérieur par (figure 4) :

e Le péricarpe : parois de I’ovaire qui comprend 1’épicarpe, le mésocarpe et 1’endocarpe.

e Le téegument : enveloppe de la graine qui comprend le tégument séminal et la bande
hyaline

e [’assise protéique : qui représente 60% du poids des enveloppes et constituée de cellules a
aleurones, riches en protéines ( Soltner , 1987).

e Le germe représente 2,5 a 3 % du grain et comprend :

e Le cotylédon ou scutellum, séparé de I’amande par une assise diastasique destinée a la
digestion future de 1’albumen au profit de la plantule.

e La plantule, avec sa gemmule recouverte d’un étui, le coléoptile, sa tigelle courte, et sa
radicule, recouverte d’un étui, la coléorhize.

e Le germe est tres riche en matieres grasses, matiéres azotées et vitamines A, E et B.

L’albumen ou amande est composé de 70% d’amidon et de 7% de gluten. Chez le blé
dur I’albumen est corné et vitreux, un peu comme celui du riz. L’albumen joue un role
essentiel dans la composition de la semence ; il sert de réserve et ne sera complétement utilise

qu’au moment de la germination (Guergah, 1997).
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Figure 4: Coupe au niveau de grain du blé (Clerget, 2011).

3.3. Condition de germination

Pour qu’une graine puisse germer, elle doit répondre a de nombreuses conditions
internes qui sont la maturité, c’est- a-dire que toutes les parties qui la constituent soient
complétement différenciées morphologiquement, et aussi que son embryon soit prét a croitre
pour former les radicules et plantules de la jeune plante, avec la disponibilité de I'amidon, des

protéines, des lipides ou d’autres nutriments.

5
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L’embryon doit subir le froid et/ou le gel pour lever sa dormance. Cette dormance
embryonnaire est renforcée par 1’inhibition tégumentaire. En effet, les téguments sont des «
manteaux » de ’embryon qui le protégent des éléments extérieurs. D’aprés Mazliak (1982),
les inhibitions tégumentaires se rencontrent chez les semences dont les enveloppes sont
totalement imperméables ou pas suffisamment perméable a 1’eau ou a 1’oxygene, ou des

enveloppes trop résistants pour que 1’embryon puisse les rompre.

La qualité germinative d'une semence est fonction de son génome mais aussi de
multiples facteurs regroupés en quatre catégories : les facteurs avant la récolte, les facteurs de
la récolte, les facteurs apres la récolte et les facteurs de la germination. Nous examinons ci-

apres les facteurs dits externes qui influencent la germination (Coéme, 1993).
3.4. Les facteurs externes influengant la germination

La graine est imperméable mais grace a la présence d'eau, les téguments deviennent
perméables et I'eau pénetre, la germination ne peut avoir lieu que si en plus de 1’eau, la

température et I’oxygene sont assurées :

» L’eau joue un rdle important dans la croissance de la plante. Elle doit étre disponible
dans le milieu extérieure en quantité suffisante (Heller et al., 2004). L’absorption de
I’eau par la semence s’effectue par osmose, au travers du tégument qui lui-méme plus
au moins cellulosique en retient des quantités importantes (Bensaadi, 2011).

» |l existe pour chaque plante et chaque phase de végétation des températures minima,
optima et maxima (Bensaadi, 2011). Une température supérieure a 0° C est exigée
pour la germination. Cependant 1I’optimum de croissance se situe entre 20 et 26°. Un
abaissement ¢ la température, pendant I’hiver est indispensable a certaines variétes
dite d’hiver, cette exigence conditionne la montaison et la mise a fleur.

» L’oxygene dissous dans 1’eau d’imbibition est utilisé par ’embryon pour ces besoins
métaboliques. La germination engage de nombreuses oxydations ; les semences

germent dans I’ecau courante seulement (Bensaadi , 2011).

B
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3.5. Physiologie de la germination

La germination des graines comprend trois principales phases, selon la cinétique de sa

prise d’eau et qui sont schématisées dans la figure 5 ci-dessous.
La Phasel:

Appelée phase d’imbibition, correspondant a une forte hydratation des tissus,

accompagnée d’une élévation de I’intensité respiratoire (Heller et al., 2004).

La graine de blé absorbe 50% de son poids de départ. L’imbibition est rapide et réversible)
(Chaussat, 1999).

La Phase 2 :

Appelée phase de germination sensu stricto, caractérisée par une stabilisation de
I’hydratation et de 1’activité respiratoire a un niveau élevé (Hopkins, 2003). Durant cette
phase, la graine peut étre réversiblement hydratée et réhydratée sans dommage apparemment

pour sa viabilité (Heller et al., 2004).

Elle est caractérisée par une diminution de ’entrée d’eau, I’hydratation des tissus et

des enzymes est totale. La consommation en oxygene est stable.
La Phase 3 :

Caractérisée par une reprise de I’absorption d’eau et une élévation de la consommation
d’oxygéne, puis trés rapidement, on assiste a une reprise des divisions et agrandissement
cellulaire. A ce stade, la déshydratation des tissus cause la mort de la semence, la germination

est terminée lorsque la radicule émerge les téguments de la graine.
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1: La phase d'imbibition.
2 : La phase de germination sensu stricto.

3 : La phase de croissance.
Figure. 5 : Courbe théorique de la germination. (Bensaadi, 2011)

4. Le stress hydrique

4.1. Notion de stress
Généralement on parle de stress, dans les manuels spécialisés, en désignant toute condition
externe qui affecte la croissance, le développement ou la productivité d’une plante.

Selon ces définitions, le stress chez les plantes apparait avec des significations
différentes en biologie, qui convergent principalement en associant ce terme a n'importe quel
facteur environnemental défavorable pour une plante (Levitt, 1982). La notion de stress
correspond donc a un état physiologique modifié par des facteurs qui tendent a altérer

I’équilibre initial.

Selon Jones et al., (1989), un stress désigne a la fois I'action d'un agent agresseur et les
réactions qu'il entraine dans l'organisme agressé, une force qui tend a inhiber les systémes
normaux. Cet agent agresseur peut étre les stress environnementaux, nés de la fluctuation des
facteurs abiotiques (sécheresse, salinité, température) qui affectent les conditions de
croissance, le développement et le rendement des plantes. (Madhava Rao et al., 2006).

Pour résumer, il apparait que le terme de stress est utilisé a la fois pour décrire le
facteur qui induit une réaction des plantes et la réponse pouvant servir de signal a une

cascades de réponses physiologiques.
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4.2. Le stress hydrique

Le stress hydrique a été définit comme une baisse ou un exceés de la disponibilité de
l'eau dans le milieu d’installation de telle culture, traduisant par une réduction de la croissance
de la plante et/ou de sa reproduction par rapport au potentiel du génotype. (Lamaze et al.,
1994).

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,
du phénotype et des caractéristiques du milieu (type de sol, température, vent). Le mangue
d’eau peut se manifester aussi bien dans le sol que dans I’atmosphére. Généralement, la

sécheresse du sol est lente (Larcher, 1995).

Généralement, la sécheresse du sol est lente mais la diminution de I'humidité de I'air
peut parfois étre rapide ( Yokota et al., 2006). L’installation d’une sécheresse se manifeste par
la combinaison d’une part, de la restriction de la disponibilité en eau du sol et, d’autre part, de

I’augmentation de la demande évaporatoire (Kiani, 2007).

Le déficit hydrique, provoqué par une sécheresse, est une contrainte permanente de la
production agricole. Dans de nombreux pays, les risques du manque d’eau sont et deviendront
de plus en plus fréquents et persistants, a I'avenir, par suite des changements climatiques
causés par l'effet de serre. Cette sécheresse est l'une des principales causes naturelles de
dégats agricoles, économiques et environnementaux, et elle apparait aprés une longue période

sans précipitation (Ameur, 2011)

4.3. Les effets du stress hydrique sur la germination

Les stress abiotiques, notamment le stress hydrique, limitent sérieusement la
croissance des plantes ainsi que la productivité végétale. Le déficit hydrique constitue un
important facteur limitant pour la production des cultures céréaliere dans les zones arides et

semi-arides.

-
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L'effet du stress dépend de son degré, de sa durée, du stade de développement de la
plante, du génotype et son interaction avec I'environnement. Un déficit hydrique précoce
affecte en parallele la croissance des racines et des parties aériennes, le développement des

feuilles et des organes reproducteurs (Debaeke et al., 1996).
5. Mécanismes d’adaptation au stress hydrique

L’adaptation a la sécheresse est la capacité¢ d'une plante & maintenir un rendement a travers
des environnements ou les périodes de sécheresse, leurs durées et leurs intensités sont
fluctuantes. De ce fait, une réflexion sur les stratégies a entreprendre pour comprendre les
mécanismes mis en jeu par les plantes afin de s’adapter aux conditions de I’environnement et

de maintenir leur croissance et leur productivité s’impose (Hassani et al., 2008)

Plusieurs auteurs ont constaté que, lors d’un déficit hydrique, les plantes adoptent des
stratégies d’adaptation qui différent d’une espéce a une autre et qui font intervenir une large
combinaison de facteurs morphologiques, physiologiques et biochimiques (Hayak et al, 2000,
Zerrad et al., 2008 ; El Fakhri et al., 2010). Elles développent plusieurs stratégies adaptatives
qui varient en fonction de l’espéce et des conditions du milieu (esquive, évitement et

tolérance) (Turner, 1986 ).
5.1 L’esquive

L'esquive consiste a placer le cycle cultural pendant des périodes ou la demande
climatique est faible et/ou pluvieuses. La stratégie d'esquive la plus efficace consiste a éviter
les cultures d'été. La demande climatique estivale est environ deux fois supérieure a celle du
printemps. La quantité d'eau nécessaire pour garder les stomates ouverts est donc plus grande

en été.

L’esquive consiste donc a réaliser le cycle pendant la période favorable en réduisant
voire en annulant les effets du stress hydrique qui se produit au cours d’une phase sensible ou
critique. L'esquive permet a certains génotypes d'échapper au stress en accomplissant leur

cycle de développement en dehors des periodes de sécheresse.

.



Chapitre | : Revue bibliographique _

La précocité chez les céréales en zones méditerranéennes est un mécanisme largement
exploité par les agriculteurs. La précocité constitue un important mécanisme d’évitement au
stress hydrique de fin de cycle, et assure une meilleure efficience de I’utilisation de I’eau.
(Ben Naceur et al., 1999)

Mais il n’est pas sans présenter des inconvénients. De nombreux travaux ont montrés
I’existence d’une corrélation positive entre la longueur du cycle et le rendement potentiel.
L’adoption d’une telle stratégie par l’utilisation de variétés précoces entraine le sacrifice

d’une part de la productivité.
5.2 L’évitement

L'évitement consiste a empécher que la plante ne soit soumise a un stress hydrique
important. D'un point de vue génétique, il s'agit des limitations de la surface foliaire et de la

transpiration, et d'un développement favorisé du systéme racinaire.

Ce mécanisme permet de maintenir par divers stratégies un statut hydrique ou
thermique élevé dans la plante lui permettant de maintenir un statut hydrique interne
nécessaire a un fonctionnement plus ou moins normal des fonctions physiologiques sans trop
grande perturbation. Il peut étre obtenu en limitant la transpiration par la fermeture des

stomates ou par le phénoméne d’enroulement foliaire.
5.3 Latolérance

La tolérance permet a la plante de contenir les effets du stress qui s’installe en assurant
des fonctions physiologiques a un rythme plus réduit que la normale grace a I’abaissement du
potentiel osmotique. Cette stratégie permet le maintien de la turgescence cellulaire grace a
une diminution du potentiel osmotique qui permet de compenser la baisse du potentiel
hydrique foliaire. C’est le phénomeéne de 1’ajustement osmotique (Morgan, 1983 ; Blum,
1989). L’ajustement osmotique permet une protection membranaire au niveau des organes
jeunes surtout. Monneveux (1991) affirme que la tolérance a la déshydratation est 1’aptitude
plus ou moins grande du génotype a maintenir 1’intégrité des structures membranaires et des

fonctions physiologiques.

-
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6. Les mécanismes moléculaires de la tolérance au stress hydrique

Il existe des mécanismes moléculaires actifs, spécifiques du déficit hydrique, qui sont
mis en jeu a I'échelle de génes et protéines. L’analyse des réponses au déficit hydrique au
niveau de I’expression des génes est réalisée depuis le début des années 2000 en suivant
simultanément les variations d’accumulation de milliers de transcrits de ces geénes
(transcriptome). Ceci a permis d'identifier des genes qui sont induits lors d'un déficit
hydrique et qui participent ainsi potentiellement aux réponses de la plante, et de les comparer
a ceux induits lors d'autres types de stress comme les stress salin ou froid, ou a I'application

d’hormones de stress sans le stress lui méme (Rabbani et al., 2003).

De plus une meilleure compréhension des mécanismes génétiques, qui sont a la base
de la tolérance a la sécheresse, chez les plantes, est nécessaire pour développer des variétés

plus adaptées et performantes.
6.1. Les génes et les produits de génes induits en cas de stress hydrique

Différentes études protéomiques menées sur la réponse aux stress abiotiques ont
indiqué que le stress hydrique modifie l'abondance des protéines impliquées dans le
métabolisme énergétique et glucidique, la détoxification cellulaire, la régulation de
I’expression des genes induits directement dans la réponse au stress, la régulation du signal de

transduction et le renforcement de la paroi cellulaire.

Une partie des protéines induites a une fonction directe dans 1’augmentation de la
tolérance au stress (protéines fonctionnelles), d’autres a la production de protéines

fonctionnelles (Schulze et al. (2005).

Comme la plupart des protéines a fonction directe impliquées dans 1’assimilation et le
transport de I'eau et des ions, telles que les aquaporines, ou les protéines impliquées dans la
protection des membranes et les protéines de choc thermique « heat shock proteins» HSP, et

les protéines LEA « late embryogenesis abundant » (Wang et al., 2003)

.
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Parmi ces protéines fonctionnelles figurent aussi les enzymes de détoxification qui
protégent les cellules des effets négatifs des ROS (dérives réactifs de I'oxygéne ou espéces
réactives de I'oxygene(en anglais : reactive oxygen species ou ROS) induites par le stress

hydrique.
Nous en faisons une présentation succincte :
— Les aquaporines

Les aquaporines sont des protéines membranaires intégrales qui servent de canaux
pour le transport d’eau et de petits solutés, tels que le glycérol, a travers la membrane, Elles

ont donc un rdle essentiel dans les mécanismes d’absorption et d’excrétion de 1’eau ainsi que

dans I’homéostasie cellulaire. (Verkman, 2005)

Chez I’Arabidopsis thaliana, il existerait au moins 35 aquaporines, induites par

différents types de déficit hydrique, alors que d’autres sont réprimées par le déficit hydrique

(Bartels and Sunkar, 2005).

— Les protéases:

Les protéases correspondent a des enzymes qui catalysent les coupures des liaisons
peptidiques entrainant ainsi une dégradation des protéines. Une augmentation de la protéolyse
lors d’un déficit hydrique permet d’éliminer les protéines endommagees par le déficit en eau
et les ROS. (Bartels et Sunkar, 2005).

— Les protéines HSP (Heat Shock Proteins)

Pendant les stress, de nombreuses protéines subissent des modifications structurales et
des changements fonctionnels. 1l est par conséquent trés important, pour la survie de la cellule
soumise a un stress, de maintenir ces protéines dans une conformation fonctionnelle, d’éviter
l'agrégation de protéines dénaturées et d’éliminer les polypeptides non fonctionnels et

potentiellement dangereux.
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Les protéines HSP pour 'heat shock proteins' sont une classe de protéines chaperonnes
« protéines de choc thermique » qui protegent les cellules de I'effet d'un stress. Elles sont
produites dans des conditions stressantes et évitent des interactions indésirables entre

protéines. 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).

— Les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant)

Les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) ont été découvertes dans les graines de
blé et d’autres espéces, ainsi que dans les tissus végétatifs, en particulier en réponse a des
stress abiotiques, tels que la sécheresse. Les protéines LEA ont été initialement découvertes
en raison de leur accumulation tardive (phase de maturation) au cours de I’embryogénése des

graines de coton (Dure and Galau, 1981).

Selon Goyal et al., (2005) et Grelet et al., 2005), ces protéines auraient plusieurs fonctions :

e En raison de leur absence de structure secondaire et de leur nature hydrophile, les
protéines LEA auraient une fonction protectrice car elles diminueraient 1’agrégation de
polypeptides partiellement dénaturés produits en condition de stress.

e Etant hydrophiles, les protéines LEA sont également capables de fixer des molécules
d'eau et pourraient donc avoir un réle de tampon d'hydratation en ralentissant la perte
en eau.

e Les protéines LEA pourraient aussi assurer une stabilisation stérique dans la mesure
ou elles peuvent se positionner a différents endroits de la cellule et s’associer aux
membranes. Elles agiraient alors comme un tampon mécanique, évitant une

diminution trop importante de la taille des cellules par une stabilisation membranaire

—La détoxification:

Les dérivés réactifs de I'oxygene ou espéces réactives de l'oxygéne (en anglais :
reactive oxygen species ou ROS), sont fortement induites en réponse a divers stress chez les
plantes et posseédent des effets délétéres sur les structures biologiques, et causent des

dommages aux protéines , lipides, glucides et de I’ADN (Xiong et al., 2002).

|
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Leur élimination est principalement réalisée par des composes antioxydants, tels que
les carotenoids, et I'acide ascorbique, et par des enzymes permettant une élimination des ROS.

—Les osmolytes

L’ajustement osmotique constitue le processus majeur permettant a la cellule de
maintenir sa turgescence sous contrainte hydrique (Zhang et al., 1999, Abebe et al, 2003).
L'ajustement osmotique est réalisé grace a une accumulation des solutés (principalement
vacuolaire) conduisant a un maintien du potentiel de turgescence. Les solutés responsables de
la régulation osmotique sont essentiellement des acides organiques, des acides aminés
(proline, glycine-bétaine), des sucres solubles et certains constituants inorganiques (Richards
et al., 1997). Les plantes maintiennent ainsi la turgescence de leurs cellules grace a
I’accumulation contrélée de composés organiques appelés osmoprotectants, ou osmolytes qui
sont des composés solubles, non chargées a pH neutre et compatibles, méme a forte
concentration avec les fonctions métaboliques. Ils permettent également une stabilisation des
protéines et des membranes cellulaires contre I'effet de dénaturation engendré par le stress sur

des fonctions cellulaires.

6.2. Activation transcriptionnelle des genes

6.2.1. Les Facteurs de Transcription

Un facteur de transcription (FT) est une protéine qui se fixe sur une séquence

spécifique de I'ADN. Il contréle le flux (la vitesse) de la transcription d'un gene.

Les FT régulent la transcription seul ou sous forme de complexe avec d'autres
protéines : ils activent ou inhibent le recrutement de I'ARN polymérase sur des genes

specifiques. Les FT sont présent chez tous les organismes vivants.

Les facteurs de transcription sont des protéines qui se lient aux éléments-cis du DNA,
dans une position spécifique de maniére orienter 'RNA-polymérase dans la transcription des
mMRNA & partir de la séquence génomique correspondante. Les éléments cis sont localisés pres
du promoteur et constituent des sites de liaisons pour les facteurs de transcription nécessaires

a D’initiation de la transcription (Liu et al., 1999).

&
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6.2.2. Les facteurs de transcriptions WYRK

La famille de facteurs de transcription de type WRKY se caractérise par une séquence de
60 acides aminés hautement conservée. (Eulgem et al., 2000).

Le domaine WRKY contient une séquence fixe WRKYGQK suivie par Cys2His2
ouCys2HisCys zinc-binding motif. Ces protéines se lient spécifiquement a la séquence de
I'élément-cis de type W-Box [(T)TGCA(C/T)]. Soixante quatorze facteurs de transcription
WRKY (AtWRKY1 a AtWRKY74) ont été identifié chezArabidopsis (Eulgem et al. 2000).

Les facteurs WRKY ont été étudiés surtout dans la réponse génique aux maladies. Les
WRKY sont également impliqués dans la réponse aux stress abiotiques (Mare et al.,2004).
Chez I'Arabidopsis, I'analyse des microarrays montre la présence des WRKY induite par la
sécheresse, le froid, la salinité et les stress oxydatifs (Rizhsky et al., 2004). Il a également été
démontré que les facteurs de transcription WRKY sont impliqués dans d'autres phénomenes
biologiques. L'expression de certains genes est régulée en réponse aux stress abiotiques : par

la blessure, les conditions de température ou/et d'humidité (Maré et al., 2004), la dormance.

Dans son étude d’une famille de facteurs de transcription, les protéines WRKY,
Marchive, (2006) a déterminé que ces protéines ont joué un réle important dans la régulation

des mécanismes de défense des plantes, notamment la Vigne, objet de cette étude.

6.2.3. Analyses de I’expression des génes, techniques et méthodes

Des techniques et méthodes expérimentales sont mises en ceuvre pour comprendre les
mécanismes cellulaires qui sont a la base des modifications, lorsque les plantes sont soumis a
un stress, notamment le stress hydrique. Cette analyse est un moyen de mettre en évidence des
genes ou des protéines « candidats », dont la variation d’expression pourrait étre la cause des

variations phénotypiques entre les génotypes analysés.
Nous en citerons quelques unes parmi les plus significatives:

-La PCR en temps réel, a connu un essor considérable en raison de sa simplicité de mise en
ceuvre et de la publicité importante qui a été faite sur sa precision et sa sensibilité (Pascal et

Martin, 2007). Elle est considérée par de nombreux chercheurs comme la technique de

N
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référence de mesure de I’expression des geénes, de loin, la technique a bas débit la plus rapide

a réaliser et a sensibilité meilleure.

-Les puces a ADN, dont le concept date de 1987, est une méthode révolutionnaire pour
identifier et doser les constituants d’un mélange complexe d’ADN ou d’ARN grice a
I’hybridation en paralléle sur une centaine de milliers de microsurfaces greffées avec des
sondes. Le développement industriel des puces ADN repose sur la combinaison des
techniques de la microélectronique, de la chimie, de la biologie moléculaire et de
I’informatique. Leurs applications concernent tous les domaines de la génétique médicale, du
séquencage des genomes, a la recherche de mutations responsables de maladies génétiques et

au développement de nouveaux médicaments (Bellis et Casellas, 1997)

Lorsqu’un échantillon inconnu est introduit, il se lie aux séquences complémentaires,
il suffit alors de repérer —par fluorescence, radioactivité ou par une autre interaction- dans
quelles cases 1’'union a lieu pour connaitre quels genes sont exprimés dans les cellules

étudiées (Berber, 2002)

- La bioinformatique est un outil créé suite aux avancées de la biologie, des
mathématiques de I’informatique et constitue une branche nouvelle de la biologie en donnant
lieu a l'approche in silico. Cette approche compléte donc les approches classiques in situ
(dans le milieu naturel), in vivo (dans l'organisme vivant) et in vitro (en éprouvette) de la

biologie traditionnelle.

La bioinformatique reprend tous les themes de [l'informatique : Iacquisition,
I'organisation de l'information, l'analyse, la visualisation, la modélisation, ... pour les
appliquer a la génomique. La bioinformatique s’est définitivement imposée avec les

programmes d'analyse de génomes. (Gallezot, 2002).

Elle propose des méthodes et des logiciels permettant, notamment:

o Le recueil, le stockage et la gestion des données biologiques et leur distribution
a travers les réseaux.

o Les études phylogénétiques et I'évolution moléculaire des étres vivants.

.
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o Le développement des outils pour analyser les problemes de biologie
moléculaire.

o Lamodélisation et la prédiction de la fonction des protéines.

Les banques de données biologiques, des bases de données contenant des
informations biologiques et des données de seéquences diffusées par le réseau internet.
généralement reliées entre elles par des liens, links, ou de cross réferences (Coutouly et al.,

2012), a I’exemple de la recherche de protéine par GENBANK, une banque de données.
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1. Matériel vegétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est composé de deux variétés de blé dur
(Triticum durum Desf.) : Beliouni et Waha. Ces dernieres ont été gracieusement fournis par
I’Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) d’EL-Khroub Constantine :

e La variété Beliouni (Figure 6), est tres célébre en Algérie et a une bonne réputation
pour sa rusticité et ses rendements. Elle a été sélectionnée dans les années 1920 a
partir de la variété botanique de Triticum durum Desf. Var. erythromelanKdrn. C’est
une des variétés les plus appréciées comme végeétal rustique caractérisé par sa bonne
adaptation et sa tolérance au stress hydrique, et aussi ses rendements jugés stables
(Boufenar — Zaghouane et Zaghouane, 2006)

e La variété Waha (Figure 6) a été obtenue par I’'ICARDA (International Center of
Agriculture Research in the Dry Areas) en Syrie, et dénommée « SHAML ». Elle a été
introduite en Algérie depuis 1975, et des sélections y ont été faites pour 1’adapter aux
conditions de climat et de I’environnement locaux. Semi-précoce et semi-naine, elle

est caractérisée par son tallage fort, sa tolérance au froid, et sa moyenne tolérance a la

sécheresse. Elle donne aussi une bonne stabilité du rendement (Boufenar — Zaghouane
et Zaghouane, 2006)

Figure 6:Photographic des graines des deux variétés de blé dur utilisées dans I’étude
(Beliouni et Waha).

E



Chapitre 11 : Matériel et Méthodes _

2. Mise en place de D’essai . Application du stress hydrique et stade de
mesure
L’expérimentation a été conduite au laboratoire de Génétique Biochimie et de

Biotechnologie Végétale (GBBV) (équipe IV : Physiologie Moléculaire et Biodiversité des

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

Notre étude fut scindée en deux parties : la premiére consiste a analyser ’effet d’une
concrainte hydrique au stade germination. Le stress hydrique a été appliqué en ayant recours
a cing traitements de PEG-6000 dont les concentrations vont de 0 & 20%. La deuxiéme partie
consiste en une étude in silico de quelques genes codant pour des facteurs de transcription

appartenant a la famille WYRK.

Ayant une masse molaire de 6000, le PEG, du méme poids moléculaire, a été choisi
afin de simuler I’effet d’un stress hydrique, car il constitue un agent relativement stable,
inerte, non ionique, bien que soluble dans 1’eau et non toxique, méme a de fortes

concentrations (Jaouadi et al., 2010).

C’est un agent osmotique abaissant le potentiel du milieu d’une maniere relativement
contr6lée, semblable a un séchage du sol. Il est donc utilisé pour induire un déficit hydrique

car il réduit la disponibilité en eau sans causer de dommage physique aux plantes.

Les graines des deux génotypes ont été stérilisées et désinfectées a 1’aide d’une
solution d’eau de javel (hypochlorite de sodium a 5%) pendant 15 minutes puis rincées cinq
fois a I'eau distillée pour éliminer toute trace de chlore. Les graines sont ensuite mises dans
des boites tapissées de deux couches de papier absorbant humecté a I’eau distillée pour les
témoins (0%) et de la solution de PEG appropriée (5, 10, 15 et 20%). 5 ml de chaque solution
ont été ajoutés a chaque boite de Pétri, chaque 48 h pour une durée de huit jours (figure 7).
Les boites sont mises a 1’obscurité a une température de 23°C+2°C. La germination est
repérée par la sortie de la radicule hors des téguments de la graine dont la longueur est d’au

moins de 2 mm.

.
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Figure 7 : Dispositif utilisé pour la germination.
3. Parametres étudiés

3.1. Taux de germination final (G, %)

Ce paramétre permet d’analyser la capacité germinative des génotypes de blé dur
étudiés. 1l est exprimé par le rapport nombre de graines germées sur le nombre total de
graines, soit le pourcentage définitif de germination (G%).Une graine est considérée germée

lorsqu’elle présente sa radicule est visible apres percée des téguments.
Il est déterminé par la formule de Céme (1970) : G (%) = 100(NGG / NTG)
G (%) représente le pourcentage de germination ;
NGG représente le nombre de graines germées ;

NTG représente le nombre total de graines incubées.

3.2. Cinétique de germination (CG, %)

La cinétique de germination est calculée par le nombre de graine germées a 24, 48, 72,
96, 120, 144, et 168 h apres le début de 1’expérience, rapportées au nombre de graines mises
en germination (Hajlaoui et al.,2007) :

CG(%) = 100(Nombre de graines germées a TN/NTG)
TN=2a24,48,....., 168h.

&
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Elle permet de mieux déterminer la signification physiologiqgue du comportement
germinatif des variétés de blé dur étudiées, soumises aux divers stress hydrique provoqués par

les quatre solutions de PEG.

3.3. Germination moyenne journaliére (MDG, %)
La moyenne journaliére de germination a été calculée en utilisant la formule suivante :

MDG (%) = Pourcentage de germination finale / nombre de jours a la germination
finale.(Osborne et al, 1993)

3.4. Promptness Index (PI)
P. 1 = nd2 (1.00)+ nd4(0.75)+ nd6(0.5) + nd8(0.25)

Ou «n» correspond au nombre de graines germées au jour « d» (par exemple le nd2 =

nombre de graines germées au deuxiéme jour).

3.5. Indice de la tolérance au stress de la germination (IT)
I.T = (P.1. of stressed seeds/P.I. control seeds) x 100

Il est destiné a déterminer la tolérance des génotypes au stress hydrique. Il a été
observé que les plantes tolérantes ont un indice de tolérance plus élevé que les plantes

sensibles (Amouri et al.,2015).

3.6. 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 1’aide d’une réglette graduée et ce pour évaluer la

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

3.7. Nombre des racines (NBR)
Le nombre de racines émises a été compté. On considére la moyenne de racines pour
chaque plantule (Mefti et al., 2008).
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3.8. Longueur de la coléoptile (LC, cm)

La longueur des coléoptiles est mesurée a partir de la graine jusqu’a la sortic de la
premiére vraie feuille. Elle permet d’évaluer la croissance de la plante sous I’effet du stress

provoqué par les différentes solutions de PEG (Simmons et al., 1995).

3.9. Longueur des feuilles (LF, cm)

Selon Debaeke etal, (1996) Le stress hydrique précoce affecte en paralléle la
croissance des racines et des parties aériennes, le développement des feuilles et des organes
reproducteurs.

La mesure de la longueur des feuilles, sous condition de stress, est un bon indicateur
de I’impact de celui-ci sur la croissance et le développement des feuilles. Elle est mesurée a
I’aide d’une réglette, en cm.

Pour Djekoun et Ykhlef (1996) la régulation de I'état hydrique des parties aériennes de
la plante se fait par la fermeture des stomates qui déclenche, notamment, un signal chimique
racinaire, la molécule signal est une phytohormone, I'acide abscissique (ABA), synthétisé par
les racines soumises a un stress hydrique et qui est véhiculé jusqu'aux feuilles par la séve

brute.

3.10. Surface foliaire (SF, cm?)

La surface foliaire est déduite par la formule

SF (cm2) = 0.606 (LxI)

Ou L = longueur des feuilles et I= largeur des feuilles et 0,606 coefficient constant

La surface foliaire est un déterminisme important de la transpiration. Une des
premiéres réactions des plantes au déficit hydrique est de réduire la surface foliaire. La
diminution de la surface foliaire des feuilles et du nombre de talles est considérée comme une
réponse ou adaptation au manque d’eau (Blum, 1996).

Chez le bl¢, I’enroulement des feuilles chez certaines variétés peut étre considéré
comme un indicateur de perte de turgescence en méme temps qu’un caractere d’évitement de
la déshydratation, il entraine une diminution de 40 a 60 % de la transpiration (Amokrane et
al., 2002).

.
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3.11. Ratio longueur racinaire/longueur foliaire (LR/LF)

Le rapport longueur racinaire sur la longueur foliaire (LR/LF) (Kouakou et al., 2008),
permet de constater que la diminution de la croissance de la partie aérienne peut
s’accompagner d’une réduction au niveau de la production racinaire. Le stress hydrique
retarde ainsi le cycle de développement des plantes, en diminuant la longueur des feuilles et
celle des racines (Thakur et Rai, 1982).

4. Recherche de genes codant pour les facteurs de transcriptions WYRK dans
GENBANK

La recherche de génes améliore les connaissances sur les fonctions et les voies impliquées
dans la réponse de la plante au stress hydrique. Les séquences nucléotidiques correspondant
aux genes WYRK de I'espece du blé dur, seront identifiées via GenBank, une banque de
données par le National Centre for Biotechnology Information (NCBI). La recherche de
génes permet d'améliorer les connaissances sur les fonctions et les voies impliquées dans la
réponse de la plante au stress hydrique (Chaumeil, 2006).

Sur ce site la recherche nucléotidique s’effectue suivant la démarche suivante :

»= A l'aide du moteur de recherche intégré, on recherche la séquence d'’ADN souhaitée
(pour rechercher un gene, sélectionner la catégorie géne dans le bandeau de
recherche),

= On Sélectionne le gene, et visualise la structure du géne ;

» On Fait, ensuite, apparaitre la séquence d'intérét: on utilise le lien FASTA pour faire
apparaitre la séquence du gene ;

= On Trouve I'ARNmM correspondant a la séquence du gene ;

= On Utilise le lien GENBANK pour faire apparaitre les informations sur le gene ;

= On Trouve la ligne mRNA et cliquer sur le numéro de référence du gene.

= On Utilise le lien GRAPHICS pour faire apparaitre la carte génétique et voir les exons

(voir figure 8 ci apres).

5. Analyse et traitement des données
Afin de pouvoir caractériser les différences existant entre les variétés étudiées

concernant les différents paramétres mesurés, les moyennes ainsi que I’analyse de la

|
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variance « ANOVA » a deux facteurs de classification ont été utilisés, le facteur variété,

facteur traitement ont été réalisée par 1’utilisation logiciel d’analyse statistique Xlstat 2010.

Recherche de séquences nucléotidigues zur le site NCBT

L site amérizain MCBI ast un site hébergeant une banque de génes, de d"ARNm &t de protéines. Catte banque est
regulierement complétée par des leboratoires du monde entier et par des centres de sequengage.
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Figure 8 : recherche nucléotidique sur le site NCBI
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1. Effet du stress hydrique sur les parametres de la germination

L’impact des stress hydrique sur le comportement germinatif des deux variétés de blé dur,
objets de notre essai, peut étre considéeré comme un bon indicateur pour apprécier de ce
processus de germination en milieu soumis a ce stress. Pour évaluer cet impact, il a été retenu
un ensemble d’indicateurs que I’on a relevé en condition d’absence de contrainte et en
condition de stress hydrique provoqué par des solutions dosées a divers taux de PEG 6000.

Voici les principaux résultats obtenus :

1.1. Taux de germination finale (G, %)

Ainsi le taux de germination, rapporté dans les figures ci apres, indiquent que le
pourcentage de germination des deux variétés de blé dur est variable en fonction de la
concentration de PEG imposée et de la variété de blé dur elle-méme. Globalement, en
I’absence de stress, dans une solution témoin d’eau distillée, 1’ensemble des graines testées
ont germé en totalité, en atteignant les 100 %, aussi bien pour la variété Beliouni que la
variété Waha. Pour les solutions soumises au PEG, nous avons relevé les résultats suivants

pour chacune de deux variétés :

1.1.1. Taux de germination finale pour le blé dur Béliouni

On constate que la germination du génotype Béliouni a été décroissante avec un taux
allant de 100%( dans la solution témoin), pour atteindre 71% pour le stress le plus sévere
(Solution PEG 20%). La régression de la germination a été de 12%(Solution PEG 5%), puis
de 20% (Solution PEG 10%) et 24% (solution PEG 15%), pour finir & une régression de 29%
pour le stress le plus sévére provoqué par la solution PEG 20%.

Le tableau ci-apres nous en donne un apercu :

Tableau 2 : Evolution du taux moyens de germination finale du génotype Beéliouni suivant les
solutions provoquant le stress hydrique.( £ écarts types (n=3).

Solution(S)

S.Témoin

S.PEG5%

S.PEG10%

S.PEG15%

S.PEG20%

G (%)

100

88

80

78

71

-
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1.1.2. Taux de germination finale pour le blé dur Waha

Le tableau ci-dessous montre la régression du taux de germination finale de la variété
Waha, selon le taux de PEG dans la solution, est Iégerement plus marquée pour ce génotype.
Elle traduit sa sensibilité plus grande que Béliouni, au stress hydrique. Le tableau ci apres
nous permet de I’apprécier :

Tableau 3: Evolution du taux de germination finale du génotype WAHA suivant les
solutions provoquant le stress hydrique (valeurs moyennes, * écarts types (n=3).

Solution(S) | S.Témoin | S.PEG5% |S.PEG10% |S.PEG15% | S.PEG20%

G (%) 100 86 76 73 66

1.1.3. Comparaison du taux de germination finale des deux génotypes

Cette comparaison permet de noter que le génotype Béliouni parait plus résistant au
stress hydrique que Waha, I’écart va de plus en plus grand avec un stress plus sévére selon la
dosage PEG qui le provoque. Une exposition a un stress modéré, en présence de 5% ou 10%
de PEG-6000, donne des valeurs qui varient respectivement entre 88% et 80% pour la
variété Beliouni et 86 % et 76% pour la variété Waha.

A noter qu’elles semblent étre plus grandes que celles observées en présence d’un
stress hydrique plus sévére (15%ou 20% de PEG -6000). La baisse est donc plus importante
pour ces deux solutions, avec des taux respectifs de 76% et 71% chez la variété Béliouni, et
de 73 et 66% chez le génotype Waha.(Figure 09)

|
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Figure 9 : Représentation en histogramme des taux moyens de germination finale des deux
variétés ( x écarts types (n=3).

1.2. Indice de la tolérance (IT)

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

Comme on peut le constater sur le tableau n°4 ci-dessous, le génotype Béliouni
confirme sa plus grande capacité a mieux tolérer le stress hydrique que le génotype Waha. Si
I’indice de tolérance(IT) est le méme pour les deux génotypes sous condition de contrdle, il
varie de maniére différente sous condition de stress, avec une tolérance meilleure pour la

variété Béliouni, la baisse de I’Indice étant relativement plus importante pour la variét¢ Waha.

Tableau 4 : IT des deux variétés de blé dur objet de 1’essai( + écarts types-n=0,06)

S. Témoin | SPEG5% | S.PEG10% | S.PEG15% | S.PEG20%
Béliouni 1 0,88 0,80 0,76 0,71
Waha 1 0,86 0,76 0,73 0,66
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1.3. Cinétique de germination (CG, %)

Il s’agit de calculer la vitesse de germination sous les différentes concentrations
d’osmoticums utilis€s pour imposer le stress. Elle est exprimée par le nombre de graines
germées a 24, 48, 72, 96, 120, 144 et 168 h apres le début de 1’expérience. Celui ci a été
calculé comme une moyenne des trois boites de germination pour chaque solution (témoin ou

avec le PEG au taux indiqué lors de I’essai).

1.3.1. Cinétique de germination du génotype Béliouni (CG, %)

La lecture de la figure 10 nous permet de noter que la germination du génotype
Béliouni a connu une évolution rapide et compléte au bout du 3°™ jour de mise en
germination dans une solution témoin.  Cependant cette germination a connu des
ralentissements dans les solutions stressés au PEG-6000.
Ainsi la germination a atteint le taux de 90% au bout du 4°™ jour, dans la solution PEG 5%,
alors qu’elle s’est arrétée au taux de 80% au bout du 4°™ jour, pour descendre & 71,66% au
7¢™ jour dans la solution PEG 20%.
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Figure 10 : Courbes de la cinétique de germination du génotype Béliouni
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1.3.2. Cinétique de germination du génotype Waha (CG, %)

Le stress hydrique a causé une augmentation du temps nécessaire pour la
germination chez le lot de graines de la variété Waha. En condition standard, le génotype a
enregistré une germination quasi maximale apres seulement 3 jours de mise en incubation.
Mais I’application du stress a rallongé le temps de germination. Une durée qui varie en
fonction PEG-6000.(5°™ jour pour la solution EPG 5%, 6°™ jour pour la solution PEG
10% ,15% et 20%), comme on peut le voir sur la figure 11 ci-dessous.
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Figure 11 : Courbes de la cinétique de germination du génotype Waha

1.3. 3. Comparaison de la cinétique de germination des deux génotypes (CG,
%)

Nous procédons a une comparaison de la cinétique de germination selon les solutions
pour les deux variétés de blé dur:

Les différentes cinétiques de germination des deux génotypes, aussi bien sous solution
témoin que sous différents stress de PEG 6000, représentées dans les differentes figures ci-

dessous, montrent que si pour la solution sans contrainte, la germination est presque quasi-
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similaire pour les deux génotypes ( figure 12), 1’application du stress hydrique a différents

dosages de PEG 6000 a provoqué une augmentation du temps de germination pour les deux

variétés ( figures 13 a 15), mais avec un ralentissement plus important pour le génotype

Waha et un taux de germination finale moindre.
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Temps de germination (H)

M Béliouni
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Figure 12 : Histogramme de la cinétique de germination des deux génotypes en situation de
non contrainte.
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Figure 13 : Histogramme de la cinétique de germination des deux génotypes en situation de
stress au PEG 5%
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Figure 14 : Histogramme de la cinétique de germination des deux génotypes en situtation de
stress au PEG 10%
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Figure 15 : Histogramme de la cinétique de germination des deux génotypes en situation de
stress au PEG 20%
1.4. Germination moyenne journaliére (MDG, %)

MDG % = % Germination finale/Nombre de jours a la germination finale. L’examen
des résultats dans le tableau ci dessous indique une diminution de la moyenne de germination
journaliére, pour les deux génotypes testés, proportionnellement avec 1’augmentation de

I’intensité du stress.

E
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Tableau 5 : Germination moyenne journaliére des deux génotypes

S.Témoin | S.PEG5% | S.PEG10% | S.PEG15% | S.PEG20%
Béliouni | 30,53 17,67 16,33 13,94 11,66
Waha 30.53 16.33 13.63 12.22 10.77

On remarque qu’en condition controle, le taux moyen de germination
journaliére est assez conséquent et a atteint les 30,53% chez les deux variétés étudiees.

En présence de 5% de PEG-6000, la germination moyenne journaliere baisse
pour atteindre des taux respectifs de 16.33 % pour la variété Beliouni et 13.36 % pour la
variété Waha, alors que pour une concentration de 20% de PEG-6000 les valeurs
enregistrées diminuent considérablement. Ces derniéres passent donc a 11.66% et

10.77% respectivement chez Beliouni et Waha.

1.5. Promptness index (PI)
P.1 = nd2 (1.00) +nd4 (0.75) +nd6 (0.5) +nd8 (0.25).

Ou « n » correspond aux nombre de grains germées au jour « d »( par exemple
le « nd2 » = au nombre de graine germées au deuxieme jour). Cet indicateur permet de
prendre note de la célérité de la germination des deux génotypes, plus importante sous
solution témoin, a plus de 42 et 44 % respectivement pour Waha et Béliouni. Mais dans
une intensité moindre sous stress et a moins de 30% lorsque Béliouni ou Waha sont
sous solution PEG 20%(tableau 6).

Tableau 6 : Pl des deux génotypes

S.Témoin | S.PEG5% | S.PEG10% | S.PEG15% | S.PEG20%
Béliouni 44,42 | 36,58 33,08 30,83 27,16
Waha 42,5 32,93 29,25 26,83 25,58
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1.6. 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 regle graduée et ce pour évaluer la
croissance de la plante vis -a-vis du stress (Brahimi, 2017). La longueur des racines diminue
progressivement par rapport au témoin en fonction des concentrations utilisées en PEG.

Les résultats de I’analyse du systéme racinaire sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 7 : La longueur racinaire des Variétés Béliouni et Waha

Genotypes | PEG0% | PEG5% PEG10% | PEG15% | PEG20%

Béliouni 12.73 9.63 7.66 3.96 2.90

Waha 11.13 7.98 5.61 3.06 1.35

On remarque qu’en condition normale, le génotype Béliouni présente une LR plus
grande que celle se Waha. Cette différence de LR entre les deux variétés de blé va s’accentuer
sous stess hydrique :

En présence de 5 % de PEG les valeurs notées sont de 1’ordre de 9,63 cm chez
Beliouni et de 7,98 cm chez Waha. Mais les réductions sont plus importantes sous une
concentration de 15% et 20% de PEG. Pour ce dernier niveau de stress, on reléve une valeur
de 2,90 cm chez Beliouni et de 1,35 cm chez Waha.

L’intensité¢ du stress hydrique imposé a provoqué une réduction de la longueur des
racines des deux variétés d’autant plus importante que le stress est lus sévere. Cette réduction
est due probablement a un arrét de la division et de 1’¢longation cellulaire au niveau de la
racine (Fraser et al. 1990).

Les travaux effectués par (Slama, 1996) ont montré que la variété ayant le systéeme
racinaire le plus développé en conditions de déficit hydrique donne le rendement le plus élevé.

1.7. Nombre des racines (NBR)
Nous avons constaté qu’en générale Béliouni ou le génotype Waha, comme le montre
le tableau ci-apres : le nombre de racines est affecté par les différentes concentrations de PEG,

que ce soit pour le génotype
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En condition de contr6le, le nombre de racines reste plus élevé avec une moyenne de 5
racines par plantule chez les deux génotypes.

En revanche en conditions stressantes, on observe des systémes racinaires moins
ramifiés et moins développés, avec un nombre moindre de racines, allant de 4 racines pour un
stress au PEG 5% et 10%, a 3 racines( Beéliouni) et 2 racines (Waha) pour un stress au PEG
20%.

Tableau 8 : Nombre de racines des deux génotypes

Genotypes | PEG0% | PEG5% | PEG10% | PEG15% | PEG20%
Béliouni 5.73 5.14 4.33 3.55 2.25
Waha 5.55 4.75 3.77 2.88 2

1.8. Longueur du coléoptile (LC, cm)

La longueur de coléoptile est mesurée a partir de la graine jusqu’a la sortie de la
premiere vraie feuille. Elle permet d’évaluer la croissance de la plante sous I’effet du stress
provoqué par les différentes solutions PEG.

Elle est mesurée en moyenne d’un I’échantillon de graines germées.

Les deux variétés se comportent de facon légérement différente vis-a-vis le stress

hydrique appliqué par le PEG, avec une certaine réaction de réduction plus marquée pour le

génotype Waha.

En effet les différentes concentrations en PEG ont affecté la longueur du coléoptile,
mais dans des proportions différenciées pour chacune des variétés : Cette longueur prend une
valeur maximum de 3.70 et 3.33 cm, sous solution Témoin, respectivement pour les
génotypes Beliouni et Waha, et une valeur minimale de 1.08( Béliouni) et 0.68 cm(Waha) en
condition de stress au PEG 20% .

Tableau 9 : Longueur du coléoptile des variétés Béliouni et Waha

Genotypes | PEG0% | PEG5% PEG10% | PAG15% | PAG20%
Béliouni 3.70 2.96 2.56 1.38 1.08
Waha 3.33 2.67 2.03 1.20 0.68

2|
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1.9. Longueur des feuilles (LF, cm)

Le développement végétatif sous conditions limitant 1’alimentation hydrique est
fortement perturbé, 1’on note principalement une diminution importante de la taille foliaire.
Cette diminution est une des réponses des végétaux a la déshydratation, elle contribue a la
conservation des ressources en eau, ce qui permet la survie de la plante.

Il faut noter que la longueur des feuilles connait une similitude entre les deux variétés,
sous solution témoin, pour diminuer au fur et & mesure de D'intensit¢ du stress. Cette

diminution est de prés de 55% environ pour Béliouni, et de 70% pour Waha, sous solution

PEG 20% !

Tableau 10:  La longueur des feuilles des deux génotypes

Génotype

S PEG0% | PEG5% | PEG10% | PEG15% | PEG20%
Béliouni | 12.80 11.90 9.70 9.13 5.53
Waha 12.53 10.33 8.70 7.20 3.70

1.10. Surface foliaire (cm?)

Globalement, une diminution progressive de la surface foliaire chez les deux variétes
par rapport au témoin, alors que pour la variété Waha on remarque une plus grande

diminution dans toutes les concentrations du PEG (tableaull)

Tableau 11: La surface foliaire des variétés Béliouni et Waha

Génotype

S PEG0% | PEG5% | PEG10% | PEG15% | PEG20%
Béliouni | 3,42 2,37 1,58 1,08 0,58
Waha 3,10 2,10 1,34 0.74 0,38

1.11. Ratio longueur racinaire/longueur foliaire (LR/LF)

Le ratio longueur LR/LF donne une lieu a une évolution régressive plus importante

pour la variété Waha en comparaison a la variété Béliouni, traduisant une plus grande

|
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incidence du stress hydrique a la fois sur la longueur racinaire et aussi sur la longueur
foliaire pour les deux variétés, mais de maniere plus forte pour Waha ;

La réduction de la croissance foliaire est donc bénéfique a la plante soumise a un

stress hydrique, la surface des feuilles diminuée la transpiration serait réduite. Habituellement,

I’effet exercé par un potentiel hydrique faible est attribué a une perte de turgescence des

cellules des zones en croissance.

Tableau 12 : Ratio Longueur racinaire/longueur foliaire

S.Témoin | S.PEG5% |S.PEG10% |S.PEG15% | S.PEG20%

Béliouni | 1.01 0.83 0.72 0.62 0.47

Waha 0.89 0.73 0.63 0.52 0.37

2. Genes codant pour les facteurs de transcription WYRK (approche in silico)

2.1. la banque de données NCBI :

La NCBI est une banque qui héberge des geénes, de I'ARNm et des protéines
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
A T’aide de cette banque, la recherche nucléotidique s’effectue pour identifier un gene, en
sélectionnant la catégorie géne dans le bandeau de recherche, puis en sélectionnant le gene, et
visualisant la structure du gene ; on utilise le lien FASTA pour faire apparaitre la séquence du
géne ; ensuite on trouve I'ARNm correspondant a la sequence du géne.

2.2. GenBank :
Est une banque américaine gérée par le National Centre for Biotechnology
Information(NCBI) ;

2.3. Recherche des facteurs de transcriptions WYRK dans GenBank :

Rappelons que les facteurs WRKY ont été étudiés surtout dans la réponse genique aux
maladies, mais ils sont egalement impliqués dans la réponse aux stress abiotiques. La

recherche de la séquence du géne souhaitée est effectuée a l'aide du moteur de recherche

9
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intégré en sélectionnant la catégorie WYRK triticum dans le bandeau de recherche
dans la catégorie géne. Elle se déroule selon la démarche illustrée par les captures d’écran Ci-

aprés (Voir les figures 16 a 20 ci-dessous) :

& NCBI  Resources® HowTo ™
Protein Protein v | WRKY, triticum

Create alert. Advanced

COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.
) Get the latest public health information from CDC: hitps://www.coronavirus.gov.
Get the latest research from NIH: https:/fwwiw.nih.gov/coronavirus.
Find NCB! SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: n_ttpsﬂww.ncbi.nlm.nih.ggl

Figure 16: Recherche sur NCBI de la séquence d'intérét WYRK triticum

L{esults by taxon i

Top Organisms [Tree]
Triticum aestivum (780)
Triticum urartu (73)
Triticum turgidum (76)
(Genlisea aurea (2)
Triticum monococcum (7)
All other taxa (1)

More. ..

Figure 17 : Sélection de la séquence recherchée, en triant les résultats obtenus.
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blastn btastp blastx | tblastn | tblastx

BLASTP programs saarch protein gatabasss using a pr:
Enter Query Sequence

Enter accession number(s). gi(s), or FASTA sequence(s) 4 Claa Query subrange 44
ANJas5142.1 —_—
From | |
To| |
4 L)
Or, upload file { Choisir un fichier | Aucun fichier choisi 4
Job Title [
Enter 3 descriptive title for your BLAST search §)
[J Align two or more sequences
Choose Search Set
Database I Non-redundant protein sequences (nr}) v [ i
Organism =
Optional | | O exclude =
Enter organism common name, binomisl, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. g
Exclude [ Models {XMixP) (] Non-redundant RefSeq proteins (WP) [J Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Program Selection
Algorithm O Quick BL

ASTP (Accelerated protein-protein BLAST

@ blastp (pro rotein BLAST)
Position-Spacific iterated BLAST}

Pattern Hit Initiated BLAST)

Choose 2 BLAST aigorit hm- i
" BLAST Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

[ show rasutte In 2 naw window

Figure 18 : Recherche de la séquence souhaitée dans la catégorie géne

BLAST « Basic Local Alignment Search Tool », est un programme couramment
utilisé pour trouver des régions d'homologie entre différentes séquences. C’est une méthode
de recherche heuristique en bioinformatique qui permet de trouver les régions similaires entre
deux ou plusieurs séquences de nucléotides ou d'acides aminés, et de réaliser un alignement
de ces régions homologues.
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Job Tt

Algnt two O BOre sequeeces iy

Figure 19 : Recherche dans BLAST I’alignement de la séquence d’intérét a l'aide
d’un moteur de recherche.

Pour faire la séquence souhaitée dans la catégorie géne WYRK, on utilise le lien
FASTA ; Cette recherche a permis une sélection de 15 protéines dont les 9 premieres
protéines de blé dur ont une E-value équivalente a O, score trés significatif qui indique qu'il
est improbable que la similarité entre la protéine requéte et le hit provienne du hasard.(Figure
20)
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Triticum aestivum (bread wheat) [monocots |
WRKY transcription factor 33 [Triticum sestivum)
WRKY transcription factor, partial [Triticum aestivumi
WRKY transcription factor 332 [Triticum aesfvum|
WRKY transcription factor [Triticum sestivum]

VWRKY20 ranscription factor (Triticum aestvum)

WRKY transcrioton facor 333 (Trim aestvu)
WRKYS transcription factor [Trificum aestivum!
WRKY4 transcription factor, partial (Trificum aestivum
transcripbon factor WRKYT1 partial [Triticum aestvum]
WRKYT9 transcription factor [Trticum aestvum)

]V\RKY'ZS Iranscriptional factoe [Triticum aestivurm)]

Triticum turgidum subsp. durum (durum wheat) [monocots |

sanamed el product Tibum biom sk d 15 protéines de blé dur dont les 9
onamed protein product Trym furgs premieres ont une E-value équivalentea (

unnamed proleinproduct Tcum tugidum subsp, GG,
unnamed pxolin product (Trium frgidum subsp durun)
ynnamed ovoten produet(Trtum trgidum subsp duru)
unnamed rotein produet (Tt hrgidum subsp duru
yonamed orolein prodyet (Tl rgidum subsp, durum]
ynngmed prolein prodyet (Tricum frgidum subsp durum)
unnamed xotin product(Trium turgidum subsp duru)
unnamed orolin roduc (Trcum trgigum subsp duru]
S S S 'y

Score  Evalve Accession
v Next “
78 00  ALRSTI
738 00  ANJSIA
7% 00  ASCAXT
74 00  ABN43ITI
629 00  AFWOR2SH
615 00  ASC42?
613 00  ABCS1I2
612 00  ACD30385
534 00  APWESIST
21 6e105  AFN4400S
26 2095  ALCOSS
vNext aPrevious <First

725 00  VAISB034
679 00  VAISEY
665 00  \VAISG036
627 00 VA4S
815 00  VAI44443
613 00  VAM444
52 00  VAldd4d

532 00  VAIS6035
524 00 VA4
450 2015 VA

S iaiaias

Figure 20 : la recherche de la séquence souhaitée dans la catégorie géne WYRK du blé dur

L'hypothese alternative est que cette similarité de séquence reflete le fait que les deux

séquences dérivent d'un ancétre commun. Dans un tel cas, on peut conclure que les deux

séquences sont trés vraisemblablement homologues.

E
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Protein  Protein v

Advanced

COVID-19 is an emerging, rapidly evolvi

Get the latest public health information from CDC: http

Get the latest research from NIH: https://www.ni

Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: h

FASTA ~

WRKY transcription factor, partial [Triticum aestivum]

GenBank: ANJ45142.1
GenPept |dentical Proteins

(

Graphic

[Fp}

>ANJ45142.1 WRKY transcription factor, partial [Triticum aestivum]
MDPWVSSQPSLSLDLHVGLPPMGYPHSHHQAAPLVALAKPKVLVEENFMQLKKDPEVAVLESELQRVSEE
NRRLGEMLREVASKYETLQGQF TDMVTAGAHAGGNNSHYNNQPSSASEGGSVSPSRKRKSEESNGTPPPS
HQHQQQHYAGGLAYAAAQDQAECTSGEPCKRIREECKPVISKRYVHADPADLSLVVKDGYQWRKYGQKVT
KDNPCPRAYFRCSFAPGCPVKKKVQRSAEDKTILVATYEGEHNHSQPPSSQPQQQONDGSGAGKNAGKPPQ
APATPHHPQQHQQQHKQEAPAVAVSGESAAAESEMIRRNLAEQMAMTLTRDPSFKAALVTALSGRILELS
PTRDIN

Figure 21 : Utilisation du lien FASTA pour faire apparaitre la séquence de la protéine (cas
du blé tendre).

Les figures ci-dessous montrent les résultats du BLAST en donnant une représentation
des séquences d’intérét WYRK du blé dur Triticum Durum et celle du blé tendre Triticum
asetivum, qui appartiennent au méme sous-groupe. L’analyse de ces séquences permet de
s’informer sur les caractéristiques fonctionnelles, structurales et évolutives de la protéine.
L’objectif de ce travail était caractériser les mutations géniques a I’origine de la résistance aux
stress abiotiques, dont la sécheresse, et de typer ainsi, les alleles de génes gouvernant cette

résistance.
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Figure 22 : Représentation des séquences d’intérét WYRK du blé
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Query 1 ???TCTCTCCA acacacacacacacacTTCCGATCTTGCATTTGCTCTGAGAAATCAGAT 6@

: LULLLELLLELLLLEL LU LEELLLERELLEL L LEL L L]
Sbjct 1 CGCTCTCTCCAACACACACACACACACTTCCGATCTTGCATTTGCTCTGAGARATCAGAT 60

Query 61  AGGAATCCTACACCGGCGAGAAAGAAACCCCGAGCAGAGAGAGATGGAGGCCGTGCATGA 120

, LCCCECLECCULEELULEL LU LLLELEEEEELLLLELEEELLL L]
Sbjct 61  AGGAATCCTACACCGGCGAGARAGARACCCCGAGCAGAGAGAGATGGAGGCCGTGCATGA 120

Query 121  GGGCAATGGAGGAGGGAGCGGCCTGGTGGTGACGGAGCTGAGCCACATCAAGGAGCTGGT 189

: LLLEELLLLELELCLEL UL UL RALELELLLLLELLELLLLLLL L
Sbjct 121  GGECAATGGAGGAGGGAGCGGCCTGGTGATGACGGAGCTGAGCCACATCAAGGAGCTGGT 180

Query 181  GAAGCAGCTGGACGTGCACCTGGGGGGCTCGCCCGACCTCTGCAAGCTCCTCGCCCAGCA 249

, LLCCELLLLCELELLCLELEELLLLLLELLLLLELELELLLE LT ELE L]
Sbict 181 _ GAAGCAGCTGGACGTGCACCTGEGGEECTCGCCCGACCTCTGCAAGCTCCTCGCCCAGCA 240

Figure 23 : Représentation des séquences d’intérét WYRK du blé (cas du blé tendre)
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La recherche des facteurs de transcription WYRK pour le blé dur dans GenBank, par
questionnement de cette base de données, a permis d’identifier 15 protéines impliquées dans

les mécanismes de tolérance développés sous contrainte hydrique.

Il y’a lieu de souligner que ces résultats sont limitées pour des contraintes de non

disponibilité de données relatives aux facteurs de transcription WYRK pour le blé dur.
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Conclusion et perspectives :
Les résultats obtenus a travers les parameétres retenus dans cette étude ont permis de
mettre en évidence des différences de comportement vis-a-vis du stress hydrique chez les

deux variétés :

v Le génotype Béliouni parait plus résistant au stress hydrique que Waha, un constat
confirmé par la totalité des indicateurs mesurés qui ont indiqué sa tolérance meilleure

que la premiere variété citée.

v La comparaison de la cinétique de germination, par exemple, entre les deux variétés de
blé dur, montrent que le stress hydrique imposé par le PEG 6000 a provoqué un
ralentissement de la germination plus important pour le génotype Waha.

v La germination moyenne journaliére, quant a elle, a exprimé une baisse aussi bien
pour la variété Beliouni que pour la variété Waha, mais de facon plus importante chez

la variété Waha.

v' Les parties racinaires, mesurées par la longueur et le nombre de racines, ont, quant a
eux, diminué en fonction des concentrations utilisées. Tout comme les parties
aériennes des plantes, mesurées par la longueur du coléoptile, la longueur des feuilles
et la surface foliaire.

v Le ratio longueur LR/LF, qui met en rapport la partie racinaire et la partie aérienne,
traduit une plus grande incidence du stress hydrique a la fois sur la longueur racinaire
et aussi sur la longueur foliaire pour les deux variétés, mais de maniére plus forte pour
Wabha.

Tous ces indicateurs ont conforté la supériorité de Beliouni sur Waha, en ce qui
concerne 1’adaptation et une meilleure tolérance du stress hydrique, du moins dans sa phase

germination, faisant de ce blé dur une variété prometteuse qui mérite approfondissement, tant

|
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sur le plan génétique qu’expérimental, in vivo, in vitro et in silico, en vue de son amélioration
génétique, et I’obtention d’une variété hautement résistante au déficit hydrique.

La tolérance au stress hydrique, pendant la phase de germination, peut donc étre
considérée_comme un critére important pour 1’évaluation de I’aptitude des variétés de blé dur
a le tolérer durant leur premiere phase de développement.

Par ailleurs, la recherche des facteurs de transcriptions WYRK dans GenBank, par
questionnement de cette base de données, nous a permis de souligner I’expression de
plusieurs génes et par conséquent la transcription de plusieurs nucléotides sous I’effet de
différents stresses biotique et abiotique comme les maladies, le stress hydrique et le stress
salin chez les plantes.

La recherche effectuée dans le présent travail nous a permis d’identifier 15 protéines
impliquées dans les mécanismes de tolérance développés par le blé dur sous contrainte
hydrique. Ces résultats peuvent étre considérés comme indicateurs d’adaptation de ces deux
variétés de blé dur et peuvent étre utilisés comme paramétres de sélection et les intégrer dans
les programmes d’amélioration de ces variétés dans les régions arides ou semi arides.

La mise en place d’une stratégie de sélection par la détermination de génes et produits
de génes induits en cas de stress hydrique, par I’approche in silico, constituerait alors un outil
important d’appuis a la sélection variétale.

Ainsi, I’é¢tude des parametres retenus dans ce travail, et par les deux approches, sur
d’autres variétés de blé dur, est souhaitable pour assurer une meilleure sélection de ces
derniéres dans des conditions de stress hydrique. Le recours a des expérimentations en
situations réelles sur champ pour mieux évaluer la tolérance au stress hydrique semble

nécessaire.
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Resumé :

Le blé est une des céréales les plus employées dans I’alimentation des populations mondiales.
Elle constitue également une source alimentaire importante pour les familles algériennes, notamment
le blé dur. La demande de plus en plus forte de cette derniére n’est pas totalement satisfaite par
I’agriculture en raison de [I’instabilit¢é des rendements et les irrégularités des précipitations.
L’augmentation des rendements par le recours a la culture de génotypes plus tolérants au déficit
hydrique s’avére ainsi nécessaire.

Or I’obtention de ces génotypes repose sur la compréhension des mécanismes de tolérance au
stress hydrique et la réalisation des programmes d’amélioration génétique. Dans ce cadre de notre
étude, deux approches étaient retenues : L’étude de la germination de deux variétés de blé dur
(Triticum durum Desf.), Beliouni et Waha, suivi sous conditions de stresse hydrique en présence de
PEG-6000 et 1’étude moléculaire, in silico, des protéines WYRK impliquées dans 1’adaptation du blé
dur au stress hydrique.

Les résultats obtenus, par les deux approches, se complétent et permetent la compréhension des

mécanismes de tolérance au stress hydrique des deux variétés, qui semble privilégier, la stratégie
adaptative comme réponse au stress imposé.
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