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Aspects morpho-physiologique et moléculaire de la tolérance de deux

variétés de blé dur aux stress hydrique et thermique

Résumé

Ce travail a comme objectif d’étudier la réponsede deux variétés de blé durBousselem
et Simeto face aux stress abiotiques.On a effectu¢ une série de tests sur les deux
variétés pour ¢étudier  différents parametres  morpho-physiologiques et
moléculaires.Pour cela, on a exposé nos deux variétés a deux stress différents, le
premier par arrét d’irrigation (pendant 7 jours, et 15 jours) pour provoquer un déficit
hydrique. Le deuxieéme stress appliqué 1’exposition des plantes aux températures €levé
pour provoquer deux niveaux de stress thermique (35 et 45°C). Les résultats obtenus
montrent que le stress hydrique et le stress thermique ont entrainé une réduction de la
surface foliaire, une diminution de la teneur relative en eau, et du taux de la
chlorophylle totale. De méme, une augmentation de I’intégrité cellulaire,et de la
température foliaire. D’autre part ’analyse ¢€lectrophorétiques par SDS-PAGE des
protéines totales foliaires nous montre la présence de quelque bandes chez les
témoins,et aussi chez les stressées, d’autre bandes sont apparues alors que d’autres
sont absentes.Nous avons pu conclure des résultats qu’on a obtenu que les deux
variétés ont les mémes mécanismes de tolérance contre les différents stress abiotiques
appliqué mais par dégrée différents, et que la variété locale Bousselem semble la plus

tolérante aux stress hydrique et thermique testés ans cette étude.

Mots clés :

BI¢ dur, stress hydrique, thermique, tolérance, protéines.



Morpho-physiological and molecular aspects of the tolerance of two

durum wheat varieties to water and heat stress

Abstract

The objective of this work is to study the response of two durum wheat varieties
Bousselem and Simeto to abiotic stresses. A series of tests werecarried out on both
varieties to study different morpho-physiological and molecular parameters, exposing
them to two different stresses, the first one by stopping irrigation (for 7 days and 15
days) to provoke a water deficit. The second stress applied the exposure of the plants
to high temperatures to provoke two levels of thermal stress (35 and 45°C). The
results obtained show that the water stress and the heat stress caused a reduction in
leaf area, a decrease in relative water content, and in total chlorophyll content. In the
same way, an increase of the cellular integrity, and of the leaf temperature. On the
other hand, the electrophoretic analysis by SDS-PAGE of the total leaf proteins
showed the presence of some bands in the controls, and also in the stressed ones,
other bands appeared while others were absent. We were able to conclude from the
results that we obtained that the two varieties have the same tolerance mechanisms
against the different abiotic stresses applied but by different degrees, and that the local
variety Bousselem seems to be the most tolerant to the hydric and thermal stresses

tested in this study.

Key words:

Durum wheat, water stress, heat stress, tolerance, proteins.
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Introduction

La culture des céréales est considérée comme I'une des premicres grandes découvertes
ayant exercé une influence majeure sur I’avenir des sociétés humaines. Encore aujourd’hui,
les céréales constituent la base de notre alimentation, en raison de leur richesse en constituants
d’intérét nutritionnel et de la diversité des modes de préparation et de consommation. Parmi
ces céréales, le blé est I’aliment de base dans plusieurs régions du monde. Il constitue,
presque, la totalité¢ de la nutrition de la population mondiale est fournie par les aliments en
grains dont 95% sont produits par les principales cultures céréaliennes (Bonjean et Picard,

1990).

Le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) est I’espéce la plus cultivée dans le bassin
méditerranéen de I'Afrique du Nord (Bonjeanet al., 2016). En Algérie, la superficie globale
réservée actuellement a la culture céréaliére est estimée a 2,9 millions d’hectares avec une
valeur de production de 111,6 milliards de dinars, a-t-il soutenu. La FAQO, (2020) rapporte que
« la production céréaliere totale en 2021 est estimée a 3,5 millions de tonnes, ce qui est
inférieur a la moyenne quinquennale et environ 38 % de moins que I’année précédente ». Le
pays n’en produit pas suffisamment, notamment en raison de conditions climatiques

défavorables, et la filiere nationale peine a satisfaire les besoins croissants de sa population.

La consommation de blé dans le pays dépasse les 10,5 Mt, pour une production qui
oscille en moyenne entre 2 et 3 Mt. ce qui contraint le pays a importer pres de 90 % de ses
besoins en matiere de blé tendre. L’Algérie fait ainsi partie des principaux importateurs
mondiaux. Durant la campagne 2018/19, le pays a ¢été le quatrieme plus grand importateur de
blé (7,52 Mt), derriére I'Egypte (12,3 Mt), I'Indonésie (10,9 Mt) et les Philippines (7,54 Mt)
(chiffres USDA).

Comme il est indiqué en avant, la productiondu blé est limitée principalement par les
stress environnementaux dont la sécheresse et les températures ¢levées de fin de cycle, deux
majoritaires contraintes influencant la culture de blé dur en Algérie (Mir et al., 2012), 1l serait

urgent de développer des stratégies permettant de régulariser les rendements de ces régions.

Plusieurs travaux ont été effectués sur le blé dur dans le cadre de 1’amélioration

génétique de la tolérance aux stress hydrique et thermique, se sont donnés pendant longtemps
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pour objectif primordial ’augmentation du rendement et la qualité de cette grande culture.
Plusieursétudes ont montré que, lors d’un stress abiotique, les plantes adoptent des
stratégiesd’adaptation qui difféerent d’une espéce a une autre et qui font intervenir une

largecombinaison des facteurs morphologiques, physiologiques et biochimiques (Wang et

al.,2003).

Pour répondre a cette préoccupation, ce travail a pour objectif de comparer le
comportement de deux variétés de blé dur sous deux types de contrainte abiotique ; stress
hydrique et thermique. Dans le but de faire ressortir la variétéla plus tolérante pour I’ intégrer
ensuite dans les schémas de sélection visant 'amélioration du rendement du blé dur, ceci par

I’¢tude de quelques parametres morphologiques, physiologiques et biochimiques.
Ce mémoire est constitué¢ de trois grands chapitres :

1. Le chapitre I : Renferme une synthése bibliographique sur I’'importance et 1’utilisation
du blé dur, le stress hydrique et thermique, puis les mécanismes de la tolérance des
plantes au stress.

2. Le chapitre II : décrit la méthodologie adoptée au cours de ce travail, la description du
matériel végétal, les conditions de culture et les variables mesurées.

3. Le chapitre III : consacrée au traitement des résultats obtenus dans ce travail et leur

discussion.

Le mémoire est achevé, par une conclusion, suivie de la liste de références

bibliographiques et ’annexe.
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I- Généralités sur le blé

1-Morphologie de la plante

Le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) est une plante de genre Triticum (Feillet,
2000). Leur famille comprend 600 genres et plus de 5000 espéces (Feillet, 2000). C’est une
monocotylédone annuelle d’une hauteur moyenne. Leur systéme racinaires comprend deux type
de racine les racines séminal qui sont produites par la plantule durant la levé, et les racines
adventives qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la plante et constituent le
systéeme racinaire permanent. La plante posséde une tige cylindrique, dressée, creuse et
subdivisée en entrenceuds. Les feuilles se composent d’une base (gaine) entourant la tige, d’une
partie terminale qui s’aligne avec les nervures paralleles et d’une extrémité pointue. Chaque
brin de la tige principale porte une inflorescence en épi terminal (Bozzini, 1988). La plante
adulte se caractérise par des feuilles longues et étroites et par un épi formé par une succession
de douze a quinze épillets. Chaque épillet comporte deux ou trois fleurs fertiles, qui donnent

autant de fruits secs, les grains (ou caryopses) (Figure.01)..

grain mor
(vue en coupe)

Figure 01 : BI¢, céréale de la famille des graminées.
Dessin Dominique Roussel - Archives Larousse
https://www.larousse.fr/encyclopedie/images/BI%C3%A9/1000967
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2-Origine génétique et géographique

Les blés ont évolué en dehors de I’intervention humaine, puis sous la pression de la
sélection exercée par les agriculteurs (Henry et de Buyser, 2001). On distingue le blé
tendre, dont la farine sert notamment a fabriquer le pain, et le bl¢é dur, utilisé pour la production
de couscous et des pates alimentaires. En fonction du degré de ploidie, on peut différencier les
blés diploides (génome AA), les blés tétraploides (génome AA et BB a 28 chromosomes) et les
blés hexaploides (génome AA, BB, et DD a 42 chromosomes) (Feillet, 2000). Le croisement
naturel Triticum monococcum x Aegilops (porteur du génome B) a conduit a l'apparition du blé
dur sauvage de type AABB (Triticum turgidum ssp. dicoccoides) qui a progressivement évolué
vers Triticum turgidum ssp. dicoccum puis vers Triticum durum. Le blé tendre serait issu d’un
croisement entre Triticum turgidum ssp. dicoccum (génome AABB) et le diploide Triticum

tauschii (aussi appelé Aegilops tauschii ou Aegilops squarosa, génome DD). (Figure 2).

R (50w
Triticum gestivam O o
AABBOD

Figure 02 : Origine génétique des blés cultivés (www.wheatgenome.org ).
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Originaire des régions du croissant fertile du proche orient, la culture du blé s’est
développée par la suite dans le bassin méditerranéen notamment en Egypte et en Grece
(LevYadun et al., 2000). On admet généralement que la culture de blé dur a commencé et s’est
développée en Algérie au lendemain de la conquéte Arabe. La plupart des auteurs s’accordent
pour considérer que la céréaliculture algérienne est depuis cette date et jusqu’a la colonisation,
trés largement dominée par le blé dur (Laumont et Erroux, 1961). La figure n° 03 montre
l'origine géographique des blés cultivés. La distribution approximative des formes sauvages
d'amidonnier (7. turgidum spp dicoccoides) et d'Aegilops tauschii est représentée par des points
et celle d'engrain est représentée par la zone jaune. Les zones cerclées correspondent aux
régions putatives d'origine des formes cultivées d'amidonnier, de blé dur, d'engrain et de blé

tendre. Adapté de Dubcovsky and Dvorak (2007)

Mer Noire

Mégiterranes

Formes sauvages Origine des formes cultivees

83 Amidonnier < Amidommier

32 Aegilops tauschil g g:fg;":; Croissant fertile
Engrain  Bié tendre

Figure 03 : Origine géographique des blés cultivés, adapté de Dubcovsky and Dvorak (2007)

Le blé est une céréale cultivée partout, en dehors des zones tropicales. Il est
principalement cultivé dans les régions chaudes et séches, il est donc traditionnellement cultivé
dans les pays du sud de ’Europe et au Maghreb, mais sur tout le continent américain, en Russie
et en Turquie. En Algérie, le blé dur est principalement est cultivé dans toutes les
zones céréalicres du pays : Est, Centre, Ouest en sec et au Sud en irrigué. Les principales
wilayas productrices, selon superficie, de blé en 2016 sont : Oum El- Bouaghi, Tébessa, Tiaret,

Sétif, Mila et Relizane.
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3-Phénologie et Classification botanique :

Le cycle de développement du blé est constitué d’une série d’étapes séparées par des
stades repérés, permettant de diviser en deux périodes la vie des céréales. Une période
végétative durant laquelle, la plante ne se différencie que des feuilles et des racines ; une période
reproductrice dominée par I’apparition de 1’épi et la formation du grain, voir la figure n°04

(Abdi, 2015).

Figure 04 : Cycle de vie du blé

La classification du blé dur, selon Brouillet et al., (2006) est la suivante :

Reégne : Plantae

Sous-reégne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Sous classe : Commelinidae
Ordre : Cyperales

Famille : Poaceae

Genre : Triticum

Espece : Triticum durum Desf.
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4-Importance production du blé

La majorité des utilisations du blé concerne I’alimentation humaine et animale. Dans
I’alimentation humaine, le blé est un aliment qui apporte un grand nombre de substances
nutritives au corps humain. Le blé dur est destiné a la biscuiterie, la fabrication de semoule, ou
des pates. Le bl¢ tendre quant a lui est utilisé principalement en meunerie pour obtenir de la
farine nécessaire a la production de pain, de viennoiseries ou de patisseries. De plus en Afrique
du Nord, on utilise aussi cette céréale pour la production de couscous et des pains traditionnels
(la galette) (Feillet, 2000). Outre ces utilisations classiques du bl¢, des nouvelles utilisations a
échelle industrielle apparaissent depuis quelques années telles que la fabrication de

bioplastiques a base de gluten ou d’amidon.
4-1- Production du blé dans le monde

La culture des céréales représente un secteur économique important.la récolte mondiale
de bl¢ dur en 2019 de 35,6 millions de tonnes a €té marquée par une forte baisse pour la plupart
des pays producteurs et fournisseurs du marché mondial (excepté le Mexique) alors que la
production des principaux pays consommateurs et acheteurs du marché a indiqué une hausse
globale (Fig.05). Les zones de production les plus touchées par la baisse sont : L’Union
Européenne (dont la France en particulier mais aussi I’Espagne et I’Italie), Canada et les USA

(CIC, 2019).
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Figure 05 : Représentant 1’évolution de la production mondiale du blé 2017-2020 (CIC /
USDA / Statcan, 2019).
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4-2- Production du blé en Algérie

La production du bl¢ en Algérie a reconnu une amélioration a la fin de la compagne de
2019/2020. Elle est estimée a un niveau supérieur a la moyenne de 3.2 millions de tonnes, grace
aux pluviométries bien distribuées notamment dans les régions de I'Est et le Nord-Est qui a
fourni une condition favorable au développement des cultures (FAO, 2020). En revanche la
distribution des pluies a été moins favorable dans les régions du Sud-Ouest du pays. Méme avec
cette production nationale importante, le pays dépend fortement sur les importations afin de
satisfaire ses besoins. Au cours des cinq derni¢res années, ou il a été importé une moyenne

d'environ 7,8 Millions de tonnes chaque année (FAO, 2020).
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Figure 06 : Représentant 1I’évolution de la production et I’importation du blé en Algérie 2010-

2020 (CIC, 2019).
II- Contraintes a la production du blé

1- Notion du stress

On appelle stress toute pression exercée par un parametre, troublant le fonctionnement
habituel de la plante. Le stress est I’ensemble des perturbations physiologiques ou
pathologiques provoqués dans 1’organisme par des agents biotiques (parasite, pathogéne) ou

abiotiques (salinité, sécheresse, température, pH, pollution..etc) (Figure 06) (Maarouf et

8
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Raynaud, 2007). En effet les plantes se trouvent rarement dans des conditions
environnementales optimales, elles se trouvent souvent dans des conditions extrémes qui

amenent les organismes a la limite de la survie.

La pluviométrie et la haute température sont sujettes a de grandes variations intra et inter-
annuelles qui affectent sérieusement les rendements des plantes. L'effet de ce stress dépend de
son degré, sa durée, du stade de développement de la plante, le génotype et son interaction avec

l'environnement (Yokota et al., 2006).

Figure 06 ; Différents stress biotique et abiotique affectant la plante

1-1- Notion du stress hydrique

Le stress hydrique peut se définir comme le rapport entre la quantité d’eau nécessaire a
la croissance de la plante et la quantité d’eau disponible dans son environnement. La demande
en eau de la plante est quant a elle déterminée par le niveau de transpiration ou
évapotranspiration. On assiste a un stress hydrique lorsque la demande en eau dépasse la
quantité disponible pendant une certaine période de sécheresse, ou la plante est placée dans un
environnement qui amene a ce que la quantité d'eau transpirée par la plante soit supérieure a la
quantité qu'elle absorbe (Kara et Zerguine, 2016). En effet, Passioura (2004) définit le déficit
hydrique comme étant les circonstances dans lesquelles les plantes accusent une réduction de

croissance et de production soit suite a une alimentation hydrique insuffisante ou soit a un exces
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d’eau dans les sols. Le manque d’eau ou déficit hydrique, représente le stress abiotique le plus
sévere auquel la culture du blé dur fait face dans les conditions de productions des zones arides

et semi- arides (Chennafi et al., 2006).
1-2- Notion du stress thermique

Le stress thermique est souvent défini quand les températures sont assez hautes ou basses
pendant un temps suffisant pour qu'elles endommagent irréversiblement la fonction ou le
développement des plantes. Celles-ci peuvent étre endommagées de différentes manicres, soit
par des températures basses ou ¢€levées de jour ou de nuit, par I’air chaud ou froid ou par les
températures ¢€levées du sol (Oukarroum, 2007). Le stress thermique est I'un des stress
abiotiques qui limitent le développement de la plante, en effet lors des trente derniéres années
la température de la terre a augmenté de 0.2°C chaque décennie un réchauffement de 1.4 jusqu’a

5.8°C est prévu a la cour du 21éme siecle. (Braun et al, 2002).
2- Effet de stress hydrique et thermique sur les plantes

La vie d’une plante nécessite plusieurs facteurs, parmi ces facteurs, ’eau et la
température jouent un role essentiel dans la croissance et le développement de la culture du blé
dur. En effet, la température est un facteur important pour la durée de pré et de la post - anthese.
Le taux de développement des génotypes dans les durées de la pré —et de la post- anthése sont
différents en raison de la variation de la température selon les années et les environnements
(Akkaya et al., 2006). L’ influence du stress par des hautes températures est variable en fonction
du stade de vie de la plante et de I’interaction avec d’autres stress tel que le stress hydrique. Le
manque d’eau se traduit par une réduction de la croissance de la plante et de sa production par
rapport au potentiel du génotype. Un manque d’eau précoce affecte principalement la
croissance des racines, le développement des feuilles et des organes reproducteurs (Debaeke et

al., 1996). Ceci se répercute sur le rendement économique de la culture, qui peut chuter de plus

de 80% (Chennafi ef al.,2006).

Chez le bl¢, I’effet du stress hydrique est différent selon les stades végétatifs. Au stade
montaison, il provoque un arrét de croissance des tiges, il s’ensuit une diminution du nombre
de talles fertiles dont la conséquence est une réduction du nombre de grains /m. Vers le stade
méiose-¢piaison, c’est I’avortement des fleurs qui devient important (Debaeke et al., 1996). Au
stade floraison, c’est la destruction des organes floraux qui prédomine et au cours du
remplissage du grain, il y a une diminution du niveau et de la durée du palier hydrique, dont la

conséquence est une chute de poids moyen du grain (Triboi, 1990).

10
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Dans les environnements méditerranéens, les hautes températures de fin de cycle sont
considérées comme un facteur important de limitation de rendement en blés. Des températures,
au-dessus de 30°C, affectent le poids final de grain (Al-Khatib et Paulsen, 1984). L’effet des
hautes températures peut modifier, non seulement le poids final de grain, mais aussi le nombre
de grains par épi et par unité de surface (Wardlaw et al., 1989 ; Calderini et al., 1999). Pendant
la période de tallage herbacé¢, des températures assez élevées, de 1’ordre del15-20°C, peuvent
exercer un role favorable en permettant a la plante de produire un nombre de talles suffisants.
En revanche pendant la phase de montaison, ’occurrence plus fréquente de températures
¢levées a une incidence défavorable sur la croissance des tiges (Gate, 1995). L'effet des hautes
températures se manifeste aussi par une accélération du développement et une réduction des
dimensions des organes constitutifs de la plante. Qui en résulte un effet négatif sur la

productivité globale de la plante.

3- Réponse des plantes aux stress hydrique et thermique

Etant les plantes immobiles, elles doivent donc s’adapter aux conditions dominantes du
sol et de la météo (pour faire face a des agressions biotiques et abiotiques) (Ishida et al., 2 008).
Certains physiologistes qui étudient les stress estiment que ce concept est trop restrictif, parce
qu’il suscite des questions sur les mécanismes adaptatifs qui permettent la croissance de plantes
dans des environnements qui pourraient étre considérés comme stressants. Par ailleurs, la
réponse des plantes dépend, entre autres, de ces parametres environnementaux, (le type de
contrainte, son intensité et sa durée) et génétiques (espece et génotype) (Hopkins, 2003).
Belhassen et al.,(1996) classifient en trois grands types d'adaptation aux stress et qui sont,
I’échappement ou esquive qui consiste a réaliser le cycle pendant la période favorable,
I’évitement de la déshydratation qui permet le maintien d’un potentiel hydrique élevé dans la
plante et la tolérance a la déshydratation qui consiste en un ensemble d’aptitudes a résister aux

effets d’un faible potentiel hydrique.

4- Meécanisme de tolérance aux stress hydrique et thermique

La tolérance est une stratégie qui permet a la plante d’assurer I’ensemble de ses
fonctions biologiques, malgré un déficit hydrique (Virlouvet., 2011). Maintenir la turgescence,
en condition de contrainte hydrique permet de retarder la fermeture des stomates, donc une
fonction prolongée de la photosynthése, un maintien du volume chloroplastique et une
réduction du flétrissement foliaire (Kiani., 2007). Parmi les mécanismes adaptatifs mis en place

a cet effet, I’ajustement osmotique (Clifford et al., 1998) couplé a un systeme antioxydant

11
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efficace (Batlang., 2010), I’efficience de I’utilisation de 1’eau (Bonhomme et al, 2009) ou
encore une modification de la conductivité hydraulique (Jones et al., 2004). Ces mécanismes
s’illustrent particulierement, chez les plantes dites de résurrection (résurrection plants), qui
peuvent survivre a la perte de 89% de leur eau (Farrant., 2000). Il est cependant important, de
préciser que ces stratégies ne sont pas mutuellement exclusives. En effet, a 1’échelle
moléculaire, il existe un ensemble de réponses ne rentrant pas exclusivement dans 'une de ces
catégories et pouvant se combiner (Batlang., 2010). A titre d’exemple : les protéines de stress,
les déhydrines et les aquaporine peuvent agir en tant que molécules protectrices (Close., 1997),
mécanisme de tolérance et posseédent en méme temps la faculté de retenir les molécules d’eau

(Reyes et al., 2008), mécanisme d’évitement.

Dans les périodes des hautes températures, les tissus des plantes doivent alors mettre en
place plusieurs modifications structurelles et fonctionnelles afin de limiter les dégats engendrés
par le stress. La transpiration, un mécanisme simple et efficace qui met a profit I’énergie
d’évaporation de 1’eau pour refroidir les feuilles. La fermeture des stomates provoque des
augmentations de température de plusieurs degrés. Le métabolisme C4 : Avec 1’¢élévation de la
température, la solubilité du CO2 diminue plus vite que celle de ’O2. Le « gaspillage »
énergétique que représente I’activité oxygénase de la Rubisco est accentué. Les mécanismes de
concentration du CO2 dans les plantes en C4 (bl¢) permettent d’éviter cette contrainte. La
modulation des proportions en acides gras membranaires saturés/insaturés, en particulier dans
les membranes chloroplastiques, passe parmi les mécanismes majeurs d’acclimatation et
d’adaptation aux températures extrémes. Une forte proportion d’acides gras saturés dans les

lipides membranaires aura tendance a apporter de la stabilité sous une contrainte chaleur.
4-1- Accumulation des osmolytes face aux stress abiotique

Afin de se protéger contre un stress osmotique en conditions stressantes, les plantes
synthétisent en grande quantité¢ des solutés compatibles. Il s’agit de molécules hautement
solubles, de faible poids moléculaire et non toxique, ils sont sans charge et tendent a tre neutres
au pH physiologique, (Farooq et al, 2009). IIs s’accumulent majoritairement dans le cytoplasme
et n’interférent en aucune mesure avec le métabolisme normal de la plante. Leur principal role
¢tant, de préserver la turgescence des cellules, en maintenant une osmolarité intracellulaire
¢gale a I’osmolarité extracellulaire, évitant ainsi un efflux (allant du dedans vers le dehors)
d’eau de la cellule. Etant donné que I’augmentation du potentiel osmotique peut s’accompagner

d’une accumulation d’ions, les osmolytes vont alors assurer la stabilisation des protéines, la

12
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prévention de I’intégrité membranaire ainsi que I’élimination des radicaux libres, tout en évitant

la déshydratation cellulaire (Tuteja, 2005) on cite parmi eux :
4-1-1- Accumulation de la proline

L’accumulation de la proline constitue un mécanisme de tolérance a la sécheresse
(Bensalem et al., 2005 ). Les teneurs en acides aminés libres augmentent significativement,
chez de nombreuses especes monocotylédones et dicotylédones, soumises a un stress hydrique
(Dubos., 2001). La proline semble jouer un role particulierement important. On lui attribue un
role d’osmoticum au niveau cytosolique et vacuolaire, mais aussi, un role dans la régulation du
potentiel redox. En plus, de protéger les membranes et les enzymes contre les perturbations

conformationelles causées par les ions (Cherian et al., 2005 ; Anjum et al., 2011).
4-1-2- Accumulation des sucres et dérivés

Les sucres sont les éléments carbonés primaires synthétisés et exportés dans toute la
plante lors de la photosynthese, ils ont €également un rdéle non énergétique d’osmorégulateur et
d’osmoprotectant. En effet, ces osmoticums participent eux aussi au maintien de la balance de
la force osmotique, pour garder la turgescence au niveau des feuilles de blé en conditions de
stress (Najdjm., 2008). L’accumulation de sucres tels que saccharose, le tréhalose, les hexoses
et les oligosaccharides de la famille du raffinoses et des polyols, est obtenue le plus souvent,
par une hydrolyse accrue de I’amidon, permettant aux plantes une préservation de I’intégrité
membranaire et, en enveloppant les protéines, ils protégent ces dernieres de la perte de leur

conformation (Plessis., 2009).
4-2- Biosynthése de I’acide abscissique (ABA)

L’acide abscissique (ABA) est une phytohormone inicialement impliquée dans
I’abscission des feuilles et la dormance des bourgeons. Aujourd’hui, ’ABA est considéré
comme le composant clé¢ de I’adaptation des végétaux au stress abiotique (Finkelstein et al.,
2002). En tant que phytohormone, I’ABA permet non seulement de réguler la croissance et le
bon développement des plantes, mais aussi de les protéger contre le stress environnemental
(Sandhu et al., 2011), notamment contre la sécheresse (Bassaganya-Riera et al., 2010;
Bertoncelj et al., 2011). C’est un des acteurs majeurs de la signalisation dans la réponse des
plantes aux contraintes abiotiques. Un de ses rdles principaux est de maintenir I’homéostasie
osmotique des cellules, grace a la fermeture des stomates et a I’induction de genes de tolérance

au stress hydrique. La réponse aux stress abiotiques est souvent considérée comme le role
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majeur de ’ABA. Cette assertion est justifiée par le fait que le phénotype principal des mutants

déficients en ABA est leur sensibilité au stress hydrique (Zhu, 2002).
4-3-Activité des enzymes de détoxication

Les cellules stressées, au méme titre que les cellules non stressées, produisent des
composés oxydants, €liminés par le systeme de défense des plantes. Leur production et leur
dégradation sont en équilibre, dans les cellules non stressées. L une des conséquences des
stress environnementaux, y compris le stress hydrique, est une augmentation de la quantité
des especes réactives de I’oxygenes les ROS, qui endommagent les structures cellulaires par
oxydation (Christensen et Feldmann., 2007 ; Zerrad et al., 2008 ; Mathur et al., 2008). Afin de
controler le niveau des ROS et protéger leurs cellules, les plantes ont développé un systéme
de défense antioxydant crucial, pour le maintien de 1’intégrité des systémes photosynthétiques
lors d’une contrainte hydrique. Parmi les enzymes du systéme antioxydant on peut citer : les
superoxides dismutases (SOD), les catalases (CAT), les glutathions peroxydases (GPX), les
ascorbates peroxydases (APX) (Reddy et a/ ,2004 ; Flexas et al., 2006 ; Battagland., 2010).

4-4- Teneur en pigments chlorophylliens

Sous un stress hydrique, une diminution de la teneur en chlorophylle est remarquée chez
le blé dur (Bousba et al., 2009). Pour limiter les pertes en eau par évaporation et aussi
I’augmentation de la résistance a I’entrée du CO2 atmosphérique nécessaire a la photosynthese,
I’économie de I’eau se traduit par une turgescence relative moins affectée par le stress
conduisant a une dilution de la chlorophylle. Le rapport chlorophylle (a/b) est un bon indicateur

du seuil de tolérance au stress hydrique (Mouellef, 2010).

4-5- Biosynthéses des protéines

Les plantes luttent contre le stress par la synthése de plusieurs substances chimiques,
particulierement des protéines. Les protéines de stress jouent un role primordial dans
I’adaptation de la plante, et de ce fait, de nombreux chercheurs abordent la résistance au stress

par 'isolement et 1’étude de ces molécules (Kara et Zerguine, 2016).
4-1-1-Protéines LEA (Late embryogenesis abandunt)

Les LEA sont des protéines ubiquitaires, s’accumulant trés fortement pendant la phase
tardive de la maturation des graines (d’ou leur appellation), mais aussi dans les tissus végétatifs
en réponse : a la déshydratation, aux basses températures, a la salinité et a I’application de

I’ABA (Ramanjulu et Bartels., 2002 ; Hundurtmark et Hincha., 2008 ; Boucher., 2009). Ces
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protéines ne contiennent ni de Cys ni de Trp et de ce fait elles résistent a la dénaturation
thermique et a la dénaturation acide. Elles ont un poids moléculaire moyen qui varie entre 15
et 200 kDa (Schulze et al., 2005). Elles sont trés abondantes dans les embryons des graines
tolérantes a la dessiccation et accumulées dans les périodes de stress hydrique (Campalans et
al., 1999). Les dehydrines se trouvent également dans le cytosol et le noyau, mais sont aussi
associées avec la membrane plasmique, mitochondriale et chloroplastiques. Ces protéines
peuvent protéger les autres macromolécules ou structures cellulaires aidant a maintenir
l'intégrité des membranes cellulaires (Longxing et al, 2010). McCubbin et Kay, (1985) ont
montré que la protéine LEA ‘Em’ de bl¢ tendre (7riticum aestivum) était considérablement plus

hydratée que la plupart des protéines globulaires.

Un autre mode d’action a été proposé pour les LEA. En effet, lorsque les plantes subissent
un stress violent, les composés cellulaires ont tendance a se cristalliser, provoquant de
nombreux dommages au sein de la cellule. Ce phénoméne peut étre contrecarré par les LEA,
qui peuvent agir comme des solutés compatibles pour augmenter la viscosité du milieu
intracellulaire et ainsi éviter sa cristallisation (Ramanjulu et Bartels, 2002). Selon Danyluk et
al., (1998) I’accumulation de la déhydrine acide WCOR410 prés de la membrane, sous
conditions de basses températures, est un signe d'implication de cette protéine dans le contrdle
du processus de la cryo- protection des membranes. Le fraisier transgénique, qui surexprime le
gene WCOR410 de la déhydrine acide du blé, se montre tolérant aux basses températures
(Houde et al., 2004). La sur- expression du géne hval chez le riz induit la résistance aux stress

salin et hydrique (Xu et al., 1996).
4-1-2-Protéines aquaporines

Les plantes se doivent de maintenir leur statut hydrique, tout au long de leur
développement, méme lorsque les conditions environnementales sont séveres (Maurel., 2009).
Les aquaporines appartiennent a la large famille des protéines intramembranaires les MIPs,
Major Intrinsec Proteins (Chrispeel et Maurel., 1994 ; Santos et Mazzafera., 2013). Ce sont de
petites protéines monomériques, hydrophobes de 250 a 300 AA et de 26 a 30 KDa formant un
canal dans les membranes plasmiques ou les membranes intracellulaires (Merret., 2010 ; Forrest

et Bhave., 2008 ; Chaumont., 2001 ; Tyerman et al., 1999, Maurel et al., 2007).

Smart et al., (2001) ont montré que la répression de génes d'aquaporines diminue la
perméabilité a I'eau des membranes et peut conduire a la conservation cellulaire de 1'eau pendant

des périodes de contrainte hydrique. En revanche, il y a des exemples de génes d'aquaporines,
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qui sont exprimés pendant le stress hydrique ayant pour résultat une plus grande perméabilité

et une augmentation du flux de I'eau (Yamada et al., 1997).

La structure illustrée dans la figure n°07, montre six hélices membranaires inclinées (I-
VI) et deux domaines de formation de pores constitués de deux courtes hélices a entrant dans
la membrane depuis les surfaces extracellulaire et intracellulaire (fléches). Les deux NPA sont
indiquées en vert. Les domaines amino- et carboxy-terminaux sont orientés vers le coté

cytoplasmique de la membrane (Kruse et al., 2006).

Extracailutr

Cytoplaser

Figure 07 : Structure tridimensionnelle d'un monomeére de sous-unité d'aquaporine (Kruse et

al., 2006)

4-1-3-Proteines HSP (Heat Shock Proteins):

En condition de stress thermique, la cellule active I’expression de protéines spécialisées
connues sous le nom de protéines de choc thermique ou Heat Shock Proteins « HPS »,
néanmoins, on les trouve également surexprimées lors de I’exposition des plants a la sécheresse,

ou a des fortes teneurs en sel (Wang et al., 2004).

Une lésion aux membranes due a un stress soudain de chaleur peut provenir soit de la
dénaturation des protéines membranaires soit de la fonte des lipides membranaires qui conduit
a la rupture des membranes et a, la perte du contenu cellulaire (Ahrens et Ingram, 1988). De

plus, quand des cellules sont soumises a un choc thermique, sublétal mais suffisant pour induire
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une augmentation de la synthése des HSP et leur accumulation, elles sont alors capables de

résister a un deuxieme choc thermique de plus grande intensité qui, lui, aurait di étre 1étal

Leur role crucial est 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 ’homéostasie cellulaire (Wang et
al., 2004). Elles se répartissent en 5 classes majeures, nommées en fonction du poids
moléculaire des protéines : les HSP 100, HSP 90, les HSP 70, les HSP 60 et les sHSP (small

heat shock proteins).

= Les HSP100 : Les protéines de la famille des HSPs 100 sont une localisées dans le
cytosol (comme I’HSP 101) et comprennent a la fois des ¢léments inductibles a la
chaleur et constitutifs. Elles favorisent la réactivation des protéines dénaturées par la
chaleur (Queitsch et al., 2000). Elles sont dépendantes de I’ATP et peuvent tirer les
protéines mal repli€es a travers leur pore central, permettant aux protéines de se replier
(Richter et al., 2010). De plus les protéines HSPs 100 coopérent généralement avec les

HSPs 70 pendant le traitement des protéines agrégées (Liberek et al., 2008).

Figure 08 : Structure cristalline haute résolution de ClpA (HSP100) (Xia, D et al.,
2004)
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Les HSP90 : C’est une protéine essentielle au développement des organismes. Le role
essentiel de HSP90 dans le développement et la différenciation cellulaire viendrait
notamment du fait que de nombreuses protéines ont besoin de HSP90 pour étre

stabilisée ou actives.

Figure 09: Structure cristalline du HTPG pleine longueur (exemple : Escherichia coli)

HSP90 (Shiau, A.K et al ., 2006)

Les Hsp70 : HSP70 est la protéine de choc thermique inductible par excellence. Dans
des conditions physiologiques, HSP70 est un chaperon moléculaire dépendant de
I’ATP. Elle facilite le repliement des polypeptides nouvellement synthétisés, participe
a l'assemblage de complexes multi protéiques et au transport des protéines dans la

cellule.
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Figurel0: Liaison au substrat HscA complexé avec the IscU peptide de

reconnaissance ELPPVKIHC HSP70 (Cupp-Vickery, J.R et al .,2004)

=  Les HSP60 : Les protéines de choc thermique de 60 kDa ont d'abord ét¢ identifiées chez
la bactérie, sous le nom de GroEL. Chez les plantes, une protéine homologue a ensuite
¢té identifiée dans le chloroplaste. Cette derniére est requise pour l'assemblage correct
des sous-unités de I'enzyme Rubisco (ribulose biphosphate carboxylase
monooxygénase) (Hemmingsen et al., 1988). Leur structure consiste en un complexe de
deux bagues heptamériques, formant un cylindre a activité ATPase, dont la fonction est
de faciliter le reploiement de protéines monomériques et de catalyser 1'assemblage de
complexes oligomériques (Sigler et al., 1998). Leur structure consiste en un complexe
de deux bagues heptamériques, formant un cylindre a activité ATPase, dont la fonction
est de faciliter le reploiement de protéines monomériques et de catalyser l'assemblage

de complexes oligomériques (Sigler et al., 1998).
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Figure 11 : Fragment de Groel (classe HSP60) comprenant des résidus 191-345
(Zahn, et al ., 1996)

=  sHSP (small heat shock proteins) : Les protéines de choc thermique de faible poids
moléculaire (entre 15 et 30 kDa) ou sHSP forment une famille ubiquitaire et abondante.
Elles partagent des homologies de séquence et des propriétés biochimiques telles que la
phosphorylation et 1’oligomerisation. Ces chaperons moléculaires ont une activité
indépendante de I’ATP et protégent les cellules de I’agrégation des protéines

(Ehrnsperger et al., 1997).

De ce fait de nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par I’isolement et
I’¢tude de ces molécules. Les résultats de nombreuses études laissent supposer que les HSP sont

impliquées dans des mécanismes de tolérance aux hautes températures (Campalans et al., 1999).
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I-Matériel végétal

CHAPITRE Il : Matériel et méthodes [ EGTTGTGGB

Le matériel végétal utilisé dans le présent travail est constitu¢ de deux variétés de blé

dur (TriticumdurumDesf.) Bousselem et Semito, Les semences de ces derniéres ont été

fournies gracieusementpar I’Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) d’EL-Khroub

Constantine. Elles sont répertoriées dans le catalogue officiel de 'ITGC- EL Khroub et

présentent les caractéristiques mentionnées dans le Tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Caractéristiques des variétés de blé dur étudices :

Obtenteur
Demandeur
Origine

Année d’inscription

Type de développement

Caractéristique agronomique :

-Rendement

Caractéristique technologique :

-PMG
-Qualité semoulicre
-Mitadinage
-Teneur en protéine

Résistance aux maladies :
-Oidium feuille
-Oidium Epi
-Rouille brune
-Septoriose

Simeto Bousselem
TAO ITALIO ITGC Setif
ITGC ITGC
Italie Mexique/Algérie
2001 2000
Hiver Hiver
Elevé Elevé
Elevé Elevé
Tres bonne Bonne
Resistance Résistance
15.80 15.01

Moyennement senssible
Résistance
Moyennement senssible
Moyennement senssible

Moyennement senssible
Résistance
Sensible
Moyennement senssible
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II-  Mise en place de ’essai
Cette ¢tude est réalisée au niveau de laboratoire de Génétique Biochimie et

Biotechnologie Végétale, (équipe IV : Physiologie Moléculaire et Biodiversité des Plantes) a

Chaabat EL Rasses, Université des fréres Mentouri Constantinel.

1- Conduite de ’essai et stade de mesure :

L’expérimentation est conduite sous serre. Les grains choisis ont été¢ désinfectés dans
une solution d’eau de javel a 10% puis ils ont été rincés 3 fois avec de I’eau distillée ; ils
ontété¢ ensuite placés dans des boites de Pétri sur un papier filtre imbibé d’eau pendant 3
joursdans des conditions ambiantes du laboratoire : température variante entre 20-25°C et a
I’obscurité.Les semences germées ont ¢té ensuite repiquées dans des pots de 7 Kg a raison de
8 plantules par pot. Chaque pot contient un mélange de sol agricole de la pépiniere de

ChaabetEIRasses de I’Université Constantine 1 et du sable dans les proportions 2 :1.

2- Détermination et application de stress

Les pots ont été placés sous serre, ils sont irrigués régulierement 2 fois par semaine
jusqu’a I’obtention de la cinquiéme feuille.L’étude de I’effet des stress hydrique et thermique

a ¢té réalisée apres ’obtention de la cinquiéme feuille.

2-1-Application de stress hydrique et thermique

Les plantes ont €té soumises a trois régimes hydriques a raison de trois répétitions pour

chaque traitement.Les pots ont été réparties en cinq lots :

= Premier lot : représente le témoin qui regroupe les plantules qui sont maintenues en

= 100% de capacité au champ.

=  Deuxieme lot : représente les plantules du premier traitement du stress hydrique
obtenus par I’arrét d’irrigation apres une semaine (stress modéré).

= Troisieme lot : représente les plantules du deuxiéme traitement du stress hydrique
obtenus par Iarrét d’irrigation apres deux semaines (stress sévere).

*  Quatrieme lot : représente les plantules du troisieme traitement qui regroupe les
plantules exposées a une température de 35°C pendant 6 heures, en gardant les mémes

conditions (d’humidité du sol)

22



CHAPITRE Il : Matériel et méthodes [ EGTTGTGGB

= (ingquieme lot :représente les plantules du quatriéme traitement qui regroupe les
plantules exposées a une température de 45°C pendant 6 heures, en gardant les mémes

conditions (d’humidité du sol)

3- Parametres étudiés

Le suivi du comportement des deux variétés du blé dur vis-a-vis des différents stress
abiotique appliqué a ¢été basé sur plusieurs parametres morpho-physiologiques et

biochimiques.

3-1-Parametres morpho-physiologiques

3-1-1-Mesure de la surface foliaire (SF : cm?)

La surface foliaire est déterminée par la méthode de Paul et al., (1979) qui consiste a
prendre la feuille de blé dur sur papier calque et découperles contours de la feuille, ce dernier
est pesé (Pf). Ensuite couper un cm(S (1ecm?)) de coté de ce méme papier qui est également

pesé (P (1cm?)). La surface foliaire SF est calculée par la formule suivante :

SF (em®) = PL. S (1em®) / P (1em?)

3-1-2- Mesure de la teneur relative en eau (TRE%)

La teneur relative en eau (TRE) est déterminée d’apreés la méthode de Barrs (1968),
elleconsiste a évaluer la tolérance a la sécheresse et cela en état de déficit hydrique. Selon
cette méthode, L’avant derniére feuille de chaque plantule de chaque variété du blé dur avec
trois répétitions, est prélevée puis pesées immédiatement pour obtenir leur poidsfrais (PF).Ces
feuilles sont mises par la suite dans des tubes a essai remplis & moiti¢ d’eaudistillée et placés a
I’obscurité dans un endroit frais, aprés 24h les feuilles égorgées d’eau sontretirées, passées
dans un papier buvard pour absorber I’eau de la surface, et pesées a nouveaupour obtenir le
poids de la pleine turgescence (PT), Les €chantillons sont enfin mis a I’étuveventilée régler a
85°C pendant 48h et pesés pour avoir leur poids sec (PS).La teneur relative en eau est

calculée par la formule suivante (la formule de Clark et MacCaig,1982):

TRE (%) = 100 {M}

(PT-—PS)
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3-1-3- Mesure de la conductivité électrolytique (Intégrité cellulaire) (CE%)

Le pourcentage d’intégrité cellulaire consiste en une mesure de la libération
d’¢électrolytessuite a la destruction partielle de la membrane plasmique. Ce test de I'intégrité
cellulaire (IC%) a été réalis¢ selon la méthode décrite par (Dkhil etDenden, 2012).Trois
feuilles sont prélevées au hasard par traitement, par répétition et par variété. Elles sont lavées
a l'eau déminéralisée afin d’enlever tout résidu ou électrolytespouvant adhérer a la surface,
découpées ensuite en segments delcm de long. Les échantillonssont recueillis dans des tubes
a essai auxquels sont ajoutés 10ml d’eau distillée, ces derniersont été¢ maintenus pendant 24h a
température ambiante du laboratoire 25°C. Aprés 24h, on mesure la premiere valeur de la
conductivité €lectrique (CE1) grace a unconductimetre en plagant délicatement la sonde dans
le tube (apres étalonnage de I’appareil). Laseconde lecture de la conductivité électrique (CE2)
est notée 24 heures apres la premicrelecture et apres avoir passé les échantillons a ’autoclave,
et refroidi (température ambiante du laboratoire). Le pourcentage de cellules endommagées
(CE%) est estimée sous ’effet de I’augmentationde la température en utilisant la formule

suivante :

CE (%) =(CE1 /CE2) X 100

3-1-4- Mesure la teneur en chlorophylle (unités SPAD)

La teneur en chlorophylle totale des feuilles a ét¢ déterminée a 1’aide d’un chlorophylle
metre SPAD « Soil Plant AnalysisDevelopment » modele 502 Minolta. Ce systéme permet de
mesurer ’absorbance de la lumiere a travers la feuille sans altérer cette derniere. Le principe
d’analyse est la mesure de la transmittance lumineuse a 2 longueurs d’ondes : le rouge (650
nm), bande d’absorption de la chlorophylle et le proche infrarouge (950 nm) dont la réponse
est lice a la structure interne de la feuille (absorptivité et épaisseur des tissus foliaires). Pour
ce faire, I’appareil émet a travers la pince qui séquestre la feuille, 2 faisceaux (rouge et
infrarouge). Ceux-ci, apres avoir traversé la feuille, sont captés par des récepteurs qui vont
transformer la lumicre transmise en signal é€lectrique et I’amplifient. Le signal est ensuite
converti en unités analogiques, appelé unités SPAD. Apres une calibration effectuée « a vide
» pour déterminer une mesure de référence a 100 % de transmission, ’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 3 lectures qui ont €té effectuées le long de la section médiane de la

feuille.

3-1-5 Mesure de la température foliaire (°C)

24



CHAPITRE Il : Matériel et méthodes [ EGTTGTGGB

La température de surface foliaire a ét¢ mesurée a 1’aide d’un thermométre infrarouge
numérique portable (modele Kane-May). Quand la température d’un corps augmente, il émet
une radiation sous forme de rayonnement électromagnétique qui sera mesuré par des capteurs
infrarouges thermiques dans la bande infrarouge (0.7 - 100 um) du spectre électromagnétique
et la relient ensuite a la température du corps (Gaussorgues, 1999). Les mesures sont données

en degré Celsius (°C)

3-2-Parametres biochimiques : L’analyse des protéines totales par SDS-PAGE
3-2-1- Principe

La séparation des protéines des feuilles des deux variétés de blé dur soumis aux
différents traitements, consiste a les séparer par la technique de SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate  polyacrylamide gel electrophoresis) qui repose commetoute technique
¢lectrophorétique, sur la séparation des molécules chargées dans un champélectrique. Sa
particularité est de soumettre les échantillons protéiques a un prétraitementdénaturant sous

I’action de deux composés :

* Le B-mercaptoéthanol qui est un composé qui exerce une action dénaturante sur
lesprotéines oligomériques en rompant les ponts disulfure, ce qui désorganise leur

structuretridimensionnelle et provoque la dissociation des sous unités.

* Le SDS (Sodium Dodicyl Sulfate) qui est un détergent anionique fort. Il a lapropriété
de défaire la structure spatiale en se fixant sur les protéines et de les charger dela méme
fagon, permettant ainsi de les séparer uniquement en fonction de leur masse

moléculaire.
3-2-2- Extraction des protéines

Selon De Leonardis et al.,( 2007), D’extraction des protéines totales des feuilles
commence par le broyage de 100mg des échantillons de chaque niveau destress dans de
I’azote liquide a I'aide d’un mortier et un pilon, puis par I’ajout de Iml de lasolution de
précipitation et ’homogénéisation(annexe 01). Les échantillons sont stockés pendant une
Theue a -20°C, puis centrifugés pendant 15min a 4°C a 13 000 rpm. L’étape suivante consiste
a ¢liminer le surnageant en renversant le tube tout en veillant ane pas détacher le culot.Ce
dernier est lavé avec 1ml de solution de ringcage (annexe 01), il est stocké pendant une heure a
nuit a -20°C, le surnageant est alors ¢liminé délicatement. Dans un dessiccateur et pendant
30minutes a 60°C on fait sécher les tubes. Le culot estalors réduit en poudre a 1’aide d’une

baguette en verre. Le culot ainsi réduit, est récupéré dans100ul de tampon de solubilisation
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Laemmli buffer (annexe 01), vortexer, centrifugé pendant 10 minutes a20°C et stocké a -

20°C. Le produit est enfin prét a étre déposé apres sa décongélation.
3-2-3- Préparation des gels

Dans la méthode de séparation des protéines par SDS-PAGE nous avons préparé deux
types de gels : un gel de séparation qui permet de fractionner les différentes protéines et les
sous-unitésprotéiques selon leurs poids moléculaires et un gel de concentration permettant de

retenir lesimpuretés et de tasser les protéines voir I’annexe n°03.
3-2-4- Dépot des échantillons et migration

Déposer 20 ul d’échantillons par puits a I’aide d’une microseringue. Un puits est
réservépour des standards de poids moléculaires connus (annexe. 02) (dans chaque dépot
fairerincer la microseringue avec le tampon d’¢lectrophorése). La cuve d’¢électrophorése (bac
inférieur) est remplied’un volume suffisant de tampon de migration, une tension électrique de
60 mA aété appliquée entre les électrodes (Cuve BIO-RAD). Une fois la migration terminée, il
faut attendre jusqu’a ce que le front de bleu de bromophénolatteigne le bordinférieur des

plaques (Approximativement 45min).
3-2-5- Révélation des gels

La révélation a été faite par coloration et fixation pendant toute une nuit dans une
solution de coloration (annexe 02) sous agitationpour éviter le dépdt du colorant. Apres ils

sont décolorés dans de Solution de décoloration (annexe 02).
3-2-6- Exploitation des résultats

L’interprétation des gels ¢éléctrophoétiqueest se fait grace a ['utilisation du logiciel
Photocapt 8§ qui donne le poids moléculaire en fonction du marqueur du poids (FPM). La

présence des bandesest codée par « 1 » et leur absence par « 0 ».
III- Traitement des données

Les résultats, présentés sous forme d’histogrammes, rejoignent le plus souvent des
valeurs moyennes et leurs écartypes, ces deux derniers ont été réalisés par lelogiciel Excel
2010 pour Windows. L’analyse de variance a deux facteurs (facteur variété,facteur traitement
et leur interaction) et les groupes homogenes ont ¢té réalisée parl’utilisation d’un logiciel

spécifique « Excel STAT 2009 » en utilisant le test de NEWMANKEULS.
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1-  Evolution de la surface foliaire
La surface foliaire est affectée par le stress hydrique ainsi que par le stress thermique.

Sous condition de bonne alimentation hydrique, les valeurs de la surface foliaire des variétés
¢tudiées changent entre une valeur minimale de (11,23 0.79) a une valeur maximale de

(15,46t 0,79) cm?® enregistrée chez le génotype Bousselem etSimeto successivement

(Figure.12).

Apreés 7 jours d’arrétd’irrigation, la surface foliaire des deux variétés testées situent
entre (10,31+ 2,06) et (8+ 1,21) cm? signés chez les variétés Bousselem et Simeto
successivement.Apreés 15 jours d’arrét d’irrigation, les valeurs de la surface foliaire situent
entre (11,43+ 1.55) chez la variété¢ Bousselemet (11.08+ 1.79) cm? marqué chez la variété

Simeto.

Quant au stress thermique, les résultats obtenus montrent une réduction foliaire moins
importante dans la variété locale (Bousselem) par rapport a la variété¢ introduite (Semito)
(Figure 12). Pour le traitement de stress thermique en température 35°C. La SF varie entre
(9,08+ 2.20) cm? chez la variété Bousselem et (11.04+ 1.88) cm? chez la variété Simeto, et
pour le traitement de stress thermique en température 45°C. La SF varie entre (12,21£ 1.99)

cm? chez la variété Bousselemet (7.98+ 1.38) cm? chez la variété Simeto.

u Controle m SH:7 jours m SH'/15 jours ® STh: 35°C m STh':45°C
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Figure 12:Evolution de la surface foliaire sous condition contrdle (C) et sous différentes conditions de
stress hydrique (SH: arrét d'irrigation pendant 7jours; SH': arrét d'irrigation pendant 15 jours) et stress
thermique (Th: 35°C; Th'": 45°C) chez deux variétés de blé dur.
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D’apres I’analyse de la variance effectuée sur les deux facteurs (variété, traitement
destress abiotique), et d’apres ’analyse de la variance de leur interaction on constate
I’existence d’unedifférence hautement significative que dans le facteur traitement et

I’interaction (varié¢té*traitement)(Tableau 01).

Tableau. 02 : Comparaison des moyennes de la surface foliaire obtenue a partir des deux

Source ddl | Somme des carrés Carré moyen F de Fisher | Pr>F
Traitements 4 62,663 15,666 5,423 0,004
Variétés 1 0,156 0,156 0,054 0,819
traitements*Variétés 4 67,412 16,853 5,834 0,003

types de stress abiotique appliqué au deux variétés de blé dur

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe les traitements de stress en deux groupes,
dont la moyenne la plus élevée (13,35cm?, groupe A) est enregistrée au témoin, le
deuxiemegroupe B représente les traitements des stress hydrique et thermique, voir me

tableau 3.

Tableau. 03 : Classement des traitements hydrique et thermique chez les deux variétés

pour la surface foliaire.

Modalités Moyenne Regroupements
C 13,350 A
SH' 11,260 B
Th' 10,098 B
Th 10,063 B
SH 9,158 B

La tolérance d’une plante a une contrainte hydrique peut étre définie, du point de vue
physiologique, par sa capacité a survivre et a s’accroitre, L’effet du stress hydrique se traduit,
selon la stratégie adaptative de chaque espéce ou génotype, par des modifications pour
augmenter 1’absorption d’eau et pour diminuer la transpiration et la compétition entre les
organes pour les assimilas (Passioura, 2004). Ces modifications affectent la partie aérienne et
/ou souterraine. Un stress hydrique se traduit par une réduction de la croissance de la plante et

de sa production par rapport au potentiel du génotype. D’ailleurs, Un stress hydrique précoce
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affecte en paralléle la croissance des racines et des parties aériennes, le développement des
feuilles (Hopkinsw, 2003). De nombreuses plantes évitent la surchauffe en faisant adopter une
position plus verticale aux feuilles, le cas des graminées, en provoquant I’enroulement des

feuilles le long de leur axe.

2- Evolution de la teneur relative en eau

La teneur en eau relative est souvent considérée comme un excellent indicateur de 1'état
hydrique de la plante, une signification physiologique qui permet de mettre en évidence 1’état
de la balance hydrique de la plante. Ce paramétre est affecté par des contraintesabiotiques,

nous avons noté dans ce travail, une contrainte hydrique et thermique.

En condition optimum de bonne alimentation hydrique, on ne décele pas de grandes
différences, concernant les valeurs de la teneur relative en eau, relevées a partir des feuilles
des variétéstestées, Ces dernieres présentent des valeurs de l'ordre de (87,26+6.7) et

(96.70£12.16)% respectivement pour les variétés Bousselem et Simeto.

Apresl’application du stress hydrique par I’arrét d’irrigation pendant 7 jours et 15
jours on remarque que la TRE, diminue chez les deux variétés étudiées. En condition de 7jour
de sécheresse les valeurs de la TRE enregistrés varient entre (69,81£10.50) comme valeur
minimale chez Bousselemet (72.95+11.34) comme valeur maximale chez Simeto. Cependant,
les valeurs les plus faibles de la teneur relative en eau sont enregistré chez les plantes de
traitement 15 jours de sécheresse, avec les moyennes de (56.88+3.64)% chez Bousselem, et

(59.96+2.51)% chez Simeto.

Les plantes stressées a 45°C présentent une augmentation de la TRE par rapport aux
traitements stress hydrique et également par rapport a celles des témoins.La TRE des plantes
soumis au stress thermique a 35°C des deux variétés, marque des valeurs de (93.73+5.65)%
chez Bousselem et (83.26+8.48)% chez Simeto.Alors que, les plantes soumis au stress
thermique a 45°C enregistrent des valeurs de TRE de (76.68+£3.67)% chez Bousselemet
(89.17£9.46)% chez Simeto.
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Figure 13:Evolution de la teneur relative en eau sous condition contréle (C) et sous
différentes conditions de stress hydrique (SH: arrét d'irrigation pendant 7jours; SH': arrét d'irrigation
pendant 15 jours) et stress thermique (Th: 35°C; Th'": 45°C) chez deux variétés de blé dur.

Les résultats sont analysés par le test statistique a ’aide de 1’analyse de la variance et
lacomparaison des moyennes de la TRE, qui fait ressortir des différences trés
hautementsignificatives pour I’effet traitements (tableau 04), et non significative pour

I’effetgénotypes et I'interaction entre traitement et génotypes (tableau 04).

Tableau. 04 : Comparaison des moyennes de la teneur relative en eau obtenue a partir des deux types

de stress abiotique appliqué au deux variétés de blé dur

Source ddl | Somme des carrés | Carré moyen | F de Fisher Pr>F
Traitements 4 4534,147 1133,537 17,216 <0,0001
Variétés 1 93,561 93,561 1,421 0,247
traitements*Variétés 4 467,487 116,872 1,775 0,173

Selon Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5%, dont il a fait une comparaison multiple
pour I’effet traitement, a fait ressortir des différences significatives entre tous les interactions
detraitement sans prendre en considération le génotype. Ce méme test classe le facteur
traitement en 3 groupe homogenes, dont le premier groupe A englobe les lots : contrdle,stress

thermique 35°C et 45°C avec les moyennes (91.986, 88.499 et 82.930)% respectivement.Le
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deuxieme groupe B présentele stress hydrique modéré avec une moyenne de 71.387%. Le

troisieme groupe C porte le stress hydrique sévere avec une moyenne égale a 58.407%.

Tableau. 05 : Classement des stress chez les deux variétés pour la teneur relative en eau.

Modalités | Moyenne Regroupements

C 91,986 A

Th 88,499 A

Th' 82,930 A

SH 71,387 B

SH' 58,407 C

La comparaison de 1’évolution de la turgescence relative en eau des deux variétés de
bl¢ dur (Bousselem et Simeto) a montré que les deux stress entrainaient une chute du
pourcentage d’eau présent au niveau des feuilles. Cette chute varie d’un stress a un autre et
selon le génotype, ce qui a été confirmé par 1’analyse statistique, ces résultats sont conformes
avec ceux obtenu par (Achour, 2015).La teneur relative en eau, c’est un parametre
physiologique indicateur de la résistance des especes vis-a-vis d’un stress hydrique. Les
especes végétales qui maintiennent des teneurs foliaires relatives en eau ¢€levées sont
considérées comme ¢étant des especes résistantes a la sécheresse (Berka et Aid, 2009).
Scofield et al, (1988) notent que la diminution de la TRE est plus rapide chez les variétés

sensibles que chez les variétés résistantes.

Il est évident que les génotypes stressés montrent une diminution variable de la
TRE, cette variation génotypique pourrait €tre attribuée a des différences dans le pouvoir
d’assimilation de 1’eau par le systéme racinaire, a leur pouvoir de controle des pertes d’eau
par les surfaces ¢élaboratrices, Ou dans le pouvoir d’ajustement osmotique servant au maintien
de leur turgescence cellulaire et de leurs activités physiologiques (Bouakez et Hamadouche,
2015). La diminution de ce parametre s’explique par I’état de choc que les plantes ont subi
lors de leur exposition a une haute température (45°C). Elles réagissent donc activement par
I’ouverture et la fermeture des stomates afin de réduire au maximum la perte d’eau par

évapotranspiration

Le manque d'eau est un élément déterminant pour la croissance des plantes,
particuliérement en région arides et semi arides. Il induit chez les plantes stressées une
diminution du contenu moyenne en eau, (Amoumen et Benherbiche ,2013) ce qui est

conforme avec nos résultats et pour les deux variétés étudiés (Bousselem et Simeto).
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3- Evolution de ’intégrité cellulaire

La perte relative d’¢lectrolytes est un test couramment utilis¢é pour évaluer les
dommages causés par les différentes contraintes sur les cellules.Les résultats obtenus
montrent que globalement le pourcentage de la conductivité électrolytique augmente lorsque
les deux variétés exposées au traitement hydrique et thermique, en effet les feuilles des
plantes stressées perdent autantd'électrolytes que celles des témoins, cette augmentation varie

selon le type de stress et selonla variété testée (Figure 14).

En condition de bonne alimentation hydrique,les valeurs de I’intégrité cellulaire
marquée varient entre (15,96+1.50)% Chez la variété Bousselem et (18.9143.11)% chez la

variété Simeto.

Apres un arrét d’irrigation pendant 7 jours, on note une valeur maximale de I’intégrité
cellulaire enregistréchez la variété Bousselem(23.03+4.3)%et une valeur minimale enregistré
chez la variété Simeto (17.33+0.72)%. Apres 15 jours de manque d’eau on remarque une tres
grande augmentation d'électrolytesnoté chez la variété Bousselem (43.99+1.74)%, par contre
une légere augmentation de I’intégrité cellulaire marqué chez la variété Simeto(22.66+4.67)%

dans les conditions (Figure 14).

Dans le stress thermique on remarque une trés grande augmentation dans la valeur
d'¢lectrolytes marqué au niveau du traitement thermique 35°C chez la variété
Bousselem(44.54+11.35)%. Par contre la variétéSemito enregistre une légere diminution de
I’intégrité cellulaire par port au contrdle avec une moyenne égale a (15.06+£5.98) %. Dans les
conditions de traitement thermique a 45°C, la variété¢ Bousselem marqué une forte diminution
d’¢électrolytes par rapport aux traitements, et méme par rapport a celles de condition de bonne
alimentation hydrique(10.28+0.92)%.Alors que, la variété Semitonote une moyenne proche a

celle de son témoin égale a (18.37+5.58)%.
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Figure 14:Evolution de l'intégrité cellulaire sous condition controle (C) et sous différentes conditions
de stress hydrique (SH: arrét d'irrigation pendant 7jours; SH': arrét d'irrigation pendant 15 jours) et
stress thermique (Th: 35°C; Th': 45°C) chez deux variétés de blé dur.

D’apres I’analyse de la variance effectuée sur les deux facteurs (variété, traitement de
stress), et d’apres ’analyse de la variance de leur interaction, on constate 1’existence d’une
différence trés hautement significative (tableau 06).

Tableau. 06 : Comparaison des moyennes de l'intégrité cellulaire obtenue a partir des deux
types de stress abiotique appliqué au deux variétés de blé dur

Source ddl Somme des carrés | Carré moyen | F de Fisher Pr>F
traitements 4 1633,491 408,373 16,164 <0,0001
Variétés 1 636,370 636,370 25,189 <0,0001
traitements*Variétés 4 1495,346 373,837 14,797 <0,0001

Le test de NEWMAN-KEULS au seuil 5% pour le facteur traitement, désigne
I’existence de deux groupes homogenes. Le premier groupe (A) englobe les deux traitements
stress hydrique sévere (15 jours de manque d’eau) et le traitement du stress thermique a
35°C(modére), avec des moyennes de 33.331% et 29.802% respectivement. Alors que,le
deuxieme groupe (B) regroupe le traitement hydrique (7 jours du manque d’eau) avec une
moyenne de 20.184%, le controle avec une moyenne de 17.430 et le traitement thermiquea

45°C avec une moyenne ¢gale a 14.033% (tableau 07).
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Tableau. 07 : Classement des stress chez les deux variétés pour I’intégrité cellulaire.

Modalités | Moyenne Regroupements
SH' 33,331 A
Th 29,802 A
SH 20,184 B
C 17,439 B
Th' 14,033 B

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de fuite d’¢lectrolytes chez les
plantes stressées est supérieur a celui obtenu chez les plantes témoins dans la variété
Bousselem, ¢a s’explique par une altération de I’intégrit¢ membranaire des cellules lors du
stress, donc ¢a révele une différence nette entre les plantes témoins et les plantes stressées. Par
contre, les résultats enregistré chez la variété Simetomontre que la stabilit¢é membranaire est
assez ¢levée et que les feuilles gardent une intégrité structurale importante malgré le stress
appliqué. Les membranes cellulaires peuvent construire I’'une des premicres cibles affectées
par le stress chez les plantes, d’ou la grande importance de la notion de stabilit¢é membranaire,
La wvariation des taux d’¢lectrolytes sous différents stress, apporte une information
complémentaire sur le comportement des variétés vis-a-vis ces contraintes (Bentahar
2017).En effet sous contraintes abiotique, la déstabilisation membranaire est du a une
désorganisation de I'ultra structure des parois provoquée par le stress .Ces altérations peuvent

résulter de destructions mécaniques par plasmolyse (Kara etZerguine, 2016).
4- Evolution du taux de la chlorophylle totale

Les valeurs du taux de la chlorophylle totale sous condition contréle varie entre

(39.33+0.11) SPAD chez la variété Bousselem et (48.2+4.61) SPAD chez la variété Simeto.

Apres I’application du stress hydrique par DI'arrét d’irrigation pendant 7 jours on
remarque une valeur de teneur en chlorophylle totale de (39.13+4.27) SPADnoté chez la
variété Bousselemet (43.1+4.51) SPAD noté chez la variété Simeto. Dans le traitement stress
hydrique 15 jours du manque d’eau, on note une petite augmentation du taux de chlorophylle
totale de (44.8+1.31) SPAD chez la variété Bousselem et de (41.06+2.00) SPAD chez la

variété Simeto.
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En condition de stress thermique a 35°C, taux de chlorophylle totale varie de
(44.5%£2.52) SPAD chez la variété Bousellem a (43.66+4.85) SPAD chez la variété Semito.
Au second niveau de stress thermique a 45°C, la valeur maximale de la teneur en chlorophylle
totale marqué chez la variét¢é Bousselem(46.5£1.41) SPAD, alors que la valeur

minimalemarqué chez Semito (42.23+2.83) SPAD (Figure 15).
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Figure 15:Evolution du taux de la chlorophylle totale sous condition contréle (C) et sous différentes
conditions de stress hydrique (SH: arrét d'irrigation pendant 7jours; SH': arrét d'irrigation pendant 15
jours) et stress thermique (Th: 35°C; Th': 45) chez deux variétés de blé dur.

La comparaison des moyennes du taux de chlorophylle totale et I’analyse de
variance,montrent qu’il existe une différence hautement significative entre I’interaction
(variété x traitement). Alors qu’il n’existe aucune différence significative entre les traitements

et lesvariétés testées(tableau 08).

Tableau. 08 : Comparaison des moyennes de la chlorophylle totale obtenue a partir des deux types de
stress abiotique appliqué au deux variétés de blé dur

Source Ddl Somme des carrés Carré moyen | F de Fisher | Pr>F
traitements 4 41,158 10,290 0,973 0,444
Variétés 1 4,800 4,800 0,454 0,508
traitements*Variétés 4 185,983 46,496 4,396 0,010
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L'augmentation de la teneur en chlorophylle totale est le résultat d'une diminution de la
taille des cellules foliaires sous l'effet du stress hydrique, qui produit des concentrations
¢levées (Siakhéne, 1984). D'autre part, la diminution de la teneur en chlorophylle est le
résultat d'ouvertures stomatiques réduites visant a limiter les pertes en eau dues a
'évapotranspiration et a augmenter la résistance a Il'invasion du CO2 atmosphérique
nécessaire a la photosyntheése (Bousba et al., 2009). La quantité¢ de chlorophylle des feuilles
peut étre influencée par de nombreux facteurs tels que I'age des feuilles, 1'emplacement des
feuilles et des facteurs environnementaux tels que la lumicre, la température et la disponibilité

de I'eau (Hikosaka et al., 2006).
5- Evolution de la température foliaire

Les fluctuations de 1’échelle des valeurs de la température foliaire en fonction des deux
traitements (hydrique et thermique) appliqués sont indiqués dans la figure 16, ces résultats
montrent que la température foliaire a été positivement influencée par lesdeux stress imposés,
ainsi on note une augmentation des valeurs de la température foliaire chez les deux variétés

(Bousselem et Simeto) soumis en condition de stress abiotique appliqués.

D’apres (la Figurel6), sous conditions optimales les deux variétés étudiées marquent
des valeurs approximatives entre (20£0.52) et (17.86£2.01)°C chez Bousselem et Semito

respectivement.

Au traitement du stress hydrique aprés 7 jours de manque d’eau, la TF fluctue entre
(23£1.58) et (22.46+£0.90) chez les deux variétés Bousselm et Simeto respectivement. Apres
15 jours de manque d’eau, la TF ce varie entre (25.06+1.50) et (26.33+4.04)°C chez la variété

Bousselem et Simetosuccessivement.

Concernantle stress thermique a une température de 35C°, on marque des valeurs qui ce
varient entre (24.33£3.21) et (23.53+1.13)°C chez la variét¢ Bousselem et Simeto
respectivement. Contrairement, au niveau de stress thermique a 45C° les plantes notent des
valeur faibles de la température foliaire en comparaison avec le stress thermique modéré et les
deux traitements de stress hydrique avec des moyennes de (21.86+2.20) et (19.8+0.52)

enregistré chez la variétéBousselem et Simeto respectivement (figure 16).
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Figure 16:Evolution la température foliaire sous condition contrdle (C) et sous différentes conditions
de stress hydrique (SH: arrét d'irrigation pendant 7jours; SH'": arrét d'irrigation pendant 15 jours) et
stress thermique (Th: 35°C; Th': 45°C) chez deux variétés de blé dur/

L’analyse de la variance au facteur niveau de stress hydrique, donne une différencetres

hautement significative. Alors il n’existe pas une différence significative entre les variétés et

I’interaction (variété x niveau) (tableau 09).

Tableau. 09 : Comparaison des moyennes de la température foliaire obtenue a partir des deux

types de stress abiotique appliqué au deux variétés de blé dur

Source ddl | Somme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Traitements 4 166,925 41,731 9,702 0,000
Variétés 1 5,461 5,461 1,270 0,273
traitements*Variétés| 4 11,565 2,891 0,672 0,619

Le test NEWMAN-KEULS classe les traitements de stress en quatre groupes. Le
groupe A correspond aux deux traitements de stress hydrique 15 jour de manque d’eau et le
traitement thermique a 35°C qui caractérise la plus haute température foliaire(25.7 et 23.93)
°C respectivement. Le groupe intermédiaire AB présente letraitement hydrique 7 jours de
manque d’eau avec une moyenne de 22.73°C. Le troisiéme groupe intermédiaire BC présent
le traitement thermique a 45°C (20.83°C). Tandis que le derniergroupe C porte le témoin avec

une faible moyenne de température foliaire égale a 18.93°C (tableaul0).
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Tableau. 10 : Classement des stress chez les deux variétés pour la température foliaire.

Modalités | Moyenne Regroupements
SH' 25,7001 A

Th 23,933 A

SH 22,733| A B

Th' 20,833 B C
C 18,933 C

La température est un facteur clé de la croissance et du développement des plantes
conjuguée avec la luminosité, le dioxyde de carbone, I’humidité dans 1’air, I’eau et les
nutriments (Tanja, 2017).Sous les conditions d’un stress thermique, 1’augmentation de la
température foliaire chez les deux variétés Bousselem et Simeto est dus a une forte
transpiration et aussi a un effet mécanique qui consiste a ’ouverture et la fermeture des
stomates. Selon, (Leinonen et Jones, 2004), le stress thermique des hautes températures de
I’environnement se trouve fréquemment associé¢ au déficit hydrique, non seulement parce que
les périodes chaudes sont souvent séches, mais aussi a cause de [’augmentation de la
transpiration qui dépend des conditions environnementales comme la lumicre, le niveau de
CO2 atmosphérique et I’humidité relative, mais aussi des especes végétales, ceci est conforme

a nos résultats trouvés.

6- Analyse des protéines totales foliaire

L’utilisation de 1’¢électrophorése SDS-PAGE permet de détecter des différences dans les
profils protéiques entre les deux variétés étudiées Bousselem et Simeto. Elle permet de la faire
¢galement entre les témoins et les plantes stressées de la méme variété et sous deux
contraintes abiotiques différentes hydrique et thermique en termes de présence et d’absence

de bandes et de leurs poids moléculaires.

L’analyse des profils ¢lectrophorétiques des protéines totales des feuilles de la variété
Bousselem révelent la présence de 32 bandes différentes (tableau 11). Leur poids moléculaire
varie de 17.211 KDa a 66.571 KDa. Deux bandes ont été observées chez toutes les plantes du
témoin a ceux du stress hydrique et ceux du stress thermique, et il s’agit des bandes dont le
poids est de 17.399, et 24.218 KDa. Quatre des 32 bandes ont été observées aussi bien chez
le témoin que chez les stressés (traitement stress hydrique), c’est le cas des bandes dont le

poids est de 28.754, 30.504, 41.122, 46.480 KDa. Alors que, 5 des 32 bandes ont été
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observées que chez les stressés (stress hydrique),leurs poids 27.129, 37.608, 43.782, 44.025,
53.228KDa.

9 autres bandes ont été observées que chez traitement stress thermique. Ayant un poids
moléculaire de 27.510, 32.708, 39.696, 40.883, 45.585, 49.596, 53.567, 53.907, 57376 KDa.
D’autre part, 8 bandes n’ont été observées que chez les témoins : 22.396, 26.884, 36.705,
39.226, 44.269, 52.890, 60.936, 66.571 KDa. Par contre, 3 bandes sont apparues aussi bien
chez les plantes stresses par un stress hydrique que ceux stresses par un stress thermique. Ces

bandes correspondent a des pois moléculaires de 19.02, 29.2, 31.75 KDa.

Tableau. 11 : Diagramme présence/absence des bandes dans les feuilles de la

variétéBousselem soumis aux différents stress abiotiques ; hydrique et thermique.

PM(KDa) C SH SH' TH TH
17.211 0 0 0 0 1
17.399 1 1 1 1 0
19.023 0 1 1 1 1
22.396 1 0 0 0 0
24.045 1 0 0 0 0
24.218 0 1 1 1 1
26.884 1 0 0 0 0
27.129 0 0 1 0 0
27.510 0 0 0 0 1
28.754 1 1 0 0 0
29.205 0 0 1 1 0
30.504 1 1 0 0 0
31.755 0 0 1 1 0
32.708 0 0 0 0 1
36.705 1 0 0 0 0
37.608 0 0 1 0 0
39.226 1 0 0 0 0
39.696 0 0 0 0 1
40.883 0 0 0 0 1
41.122 1 1 0 0 0
43.782 0 1 0 0 0
44,025 0 0 1 0 0
44.269 1 0 0 0 0
45.585 0 0 0 0 1
46.480 1 0 1 0 0
49.596 0 0 0 0 1
52.890 1 0 0 0 0
53.228 0 1 1 0 0
53.567 0 0 0 1 0
53.907 0 0 0 0 1
56.674 1 0 1 1 0

39



CHAPITRE Il : Résultats et discussion _

57.376 0 0 0 0 1
60.936 1 0 0 0 0
66.571 1 0 0 0 0

D’autre part, ’analyse du gel électrophorétique de la variété Simeto révele la présence
de 41 bandes différentes (tableau 12). Leur poids moléculaire varie de 13.260 KDa a 104.045
KDa. Une bande de 23.773 KDa a été observées chez toutes les plantes du témoin et des

plantes soumis aux traitements appliqués.

12 bandes ont été observées que chez les stressés (stress hydrique). Leurs poids
moléculaires sont: 13.260, 13.944, 18.201, 19.239, 21.979, 22.772, 32.149, 34.730, 39.1,
40.298, 54.860, 80.165 KDa.

13 autres bandes ont été¢ observées que chez les stressés (stress thermique). Ayant un poids
moléculaire: 19.745, 21.489, 23.534, 25.059, 28.388, 30.585, 31.825, 38.117, 47.794, 50.532,
55.137, 68.846, 104.045 KDa. D’autre part, 9 bandes n’ont été observées que chez les
témoins leurs poids sont les suivants: 14.4, 17.212, 20.797, 24.439, 23.168, 32.644, 41.511,
52.669 KDa. Par contre, 2 bandes sont apparues aussi bien chez les plantes stresses par un
stress hydrique que ceux stresses par un stress thermique. Ces bandes correspondent a des
poids moléculaires de 13.412, 23.773, 46.206 KDa.On constate aussi I’apparition de 4 dans
les 2 stresses et leur absence dans le lot témoin. Ces bande ayant le poids moléculaire :13.640,

16.534, 19.756, 51.593KDa.

Tableau. 12 : Diagramme présence/absence des bandes dans les feuilles de la

variétéSemitosoumis aux différents stress abiotiques ; hydrique et thermique.

PM(Kda) C SH SH' TH TH'
13.260 0 1 0 0 0
13.412 1 0 0 0 1
13.640 0 0 1 1 0
13.944 0 1 0 0 0
14.400 1 0 0 0 0
16.594 0 0 1 1 0
17.212 1 0 0 0 0
18.201 0 0 1 0 0
19.239 0 1 0 0 0
19.745 0 0 0 0 1
19.958 0 0 1 1 0
20.797 1 0 0 0 0
21.489 0 0 0 0 1
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21.979 0 0 1 0 0
22.407 1 0 0 0 0
22.772 0 1 0 0 0
23.534 0 0 0 0 1
23.773 1 0 1 1 0
24.439 1 0 0 0 0
25.059 0 0 0 1 1
28.388 0 0 0 0 1
29.168 1 0 0 0 0
30.585 0 0 0 1 0
31.825 0 0 0 0 1
32.149 0 0 1 0 0
32.644 1 0 0 0 0
34.730 0 0 1 0 0
38.117 0 0 0 1 0
39.100 0 0 1 0 0
40.298 0 1 0 0 0
41.511 1 0 0 0 0
46.206 1 0 0 0 1
47.194 0 0 0 1 0
50.532 0 0 0 0 1
51.593 0 1 1 1 0
52.669 1 0 0 0 0
54.860 0 0 1 0 0
55.137 0 0 0 1 1
68.846 0 0 0 1 0
80.165 0 0 1 0 0
104.045 0 0 0 0 1

En comparant les résultats des deux variétés obtenus apres I’analyse des gels

¢léctrophorétiqueson constate :

La présence de la protéine dont le poids est : 17.211 KDa dans le témoin des 2 variétés
Bousselem et Simeto. Le stress hydrique et thermique influence I’apparition de la méme

protéine chez la variété Simeto.

La présence de la protéine dont le poids est : 24.218 KDa dans le témoin de la variété
Simeto et son absence dans la variét¢ Bousselem, et apres les avoir stressées par stress
hydrique et thermique on constate la sécrétion de cette protéine chez la variété Bousselem et

son absence chez Simeto.

On peut dire que le métabolisme de la variété Simeto vu son nombre élevé de

protéines inhibées par le stress, est plus perturbé que la variété Bousselem. Ces changements
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dans le profil électrophorétiques des feuilles des variétésBousselem et Simeto sont dus a une
inhibition de certaines protéines, une surexpression de certaines autres et d’une apparition de

nouvelles protéines.

Le changement dans I’expression des protéines est I’'un des résultats de la modification
du métabolisme lors d’un stress chez les plantes (Jangpromma, 2007).Ce résultat peut &tre
expliqué par le fait que la plante cherche a protéger son intégrité morphophysiologique, en
réponse aux dommages et aux effets défavorables du stress appliquéen élaborant des enzymes
et des protéines dont le role est de neutraliser les moléculesgénérées par ce stress (Gardés-

Albert et al, 2003).

La synthese de ces protéines de stress est due a une activation d’un ensemble de génes
permettant la synthése des protéines spécifiques associées aux stress (Longxing et al.,
2010).Par ailleurs, la présence de bandes communes entre génotypes, indique que les
protéines contenues dans les feuilles de blé¢ sont présentent a des concentrations variées

dépendant du génotype (Jasso et al,2002).
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Conclusion

L’importance alimentaire et économique de cette espéce fait d’elle une cible tres
intéressante dans les recherches de la sélection des plantes se basant sur leur adaptation aux
stress environnementaux surtout les stress hydrique et thermique qui sont les premiers limiteurs
de la culture du blé¢ dur dans notre pays.

Dans ce travail, on a comparé le comportement des deux variétés de bl¢ dur (Bousselem
et Simeto) vis-a-vis des différents niveaux de stress abiotiques (thermique 35°C, et 45°C, et
hydrique 7j, et 15j de manque d’eau), a travers ’analyse des parameétres physiologiques et
biochimiques permettant ainsi de démontrer ’adaptation des deux variétés aux stress appliqués.
Les variétés étudiées dans cette expérimentation ont montrés des comportements et des modes

de tolérance différents vis-a-vis des contraintes auxquelles elles ont été exposées.

L’¢étude morphologique a montré que les déficits hydrique et thermique ont provoqué
une diminution considérable de la surface foliaire chez les deux variétés elle est plus marqué
chez la variété Simeto, la température foliaire a augmentée chez les deux variétés Bousselem et

Simeto causé par I’ouverture et la fermeture des stomates.
L’¢étude physiologique a montré que :

= Le pourcentage de fuite d’¢lectrolytes chez les plantes stressées est supérieur a celui
obtenu chez les plantes témoins dans la variété Bousselem, ca s’explique par une
altération de I'intégrité membranaire des cellules lors du stress, donc ¢a révele une
différence nette entre les plantes témoins et les plantes stressées, Par contre, les résultats
obtenus chez la variété Semito montrent que la stabilit¢ membranaire est assez élevé
et que les feuilles gardent une intégrité structurale importante malgré le stress appliqué.

= Les deux stress entrainaient une chute du pourcentage d’eau (TRE) présent au niveau
des feuilles. Cette chute varie d’un stress a un autre et selon le génotype.

= Le taux de chlorophylle totale augmente dans la variété Bousselem ce qui est la
conséquence de la réduction de la taille des cellules foliaires sous I’effet des deux stress
appliquées, Par contre la chute des teneurs en chlorophylle chez la variété Simeto est la

conséquence de la réduction de I’ouverture des stomates visant a limiter les pertes en
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eau par €vapotranspiration et par augmentation de la résistance a I’entrée du CO2

atmosphérique nécessaire a la photosynthese.

L’analyse des gels de protéines a révélé une différence significative dans le nombre et
I’intensité des bandes mais aussi du poids moléculaire dont I’expression était modifiée par les
deux stress soit hydrique ou thermique. On a remarqué d’apres les résultats que le métabolisme
de la variété Simeto vu son nombre élevé de protéines inhibées par le stress, est plus perturbé
que la variété Bousselem. Ces changements dans le profil €électrophorétiques des feuilles de la
variété Bousselem et Simeto sont dus a une inhibition de certaines protéines, une surexpression
de certaines autres et d’une apparition de nouvelles protéines. Tandis que, nous pouvons
signaler que les deux variétés de blé dur utilisent les mémes stratégies pour tolérer le stress

hydrique et thermique.

En fin, ’étude a montré que le blé dur manifeste effectivement des traits d’adaptation
morphologiques, physiologiques et moléculaires. Ces formes de résistance peuvent étre
utilisées comme parametres de sélection et d’amélioration du rendement de blé dur dans les

régions seches.
Dans le cadre d’un travail futur, il serait souhaitable :

- Utiliser I’analyse moléculaire de transcriptome et protéome pour une meilleure
connaissance génétique des especes.

- Une combinaison entre I’analyse moléculaire au laboratoire et I’analyse du rendement
aux champs.

- Analyser d’autres types de stress abiotiques (salin).
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Annexe.01

Solutions de I’extraction des protéines totales

o Solution de précipitation (placer au froid) (A)

TCA (100%) 10 ml (10g TCA/100ml acetone) — 10%
B-mercaptoéthanol 70 ul — 0.07%
Acetone qsp 100ml

o Solution de ringage (placer au froid) (B)
B -mercaptoéthanol 70 ul — 0.07%
Acétone qsp 100ml

o Laemmli (Tampon de dénaturation)

Tris-HCL 6,8 12.5 ml
SDS 2g
Glycérol 10 ml

B -mércaptoéthanol 2 ml
Bleu de Bromophénol 0.0025 g
Eau qsp 100 ml

Solution de 20 ml de SDS a 10%:

v' Peser 2 g de SDS.

Ajouter 18 ml d'eau distillée et chauffer a 68° C.
Ajuster le pH a 7.2 avec du HCL

Compléter le volume a 20 ml.

v
v
v
v’ Stocker a température ambiante.
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Annexe.02

Solutions et tampons utilisés pour SDS-PAGE

o Solution mére d'acry- bis acrylamide a 40% (a préparer avec gants et masque)

Acrylamide 35¢g
Eau distillée gsp 100 ml

o Solution stock de SDS a 10%
Sodium Dodécyl Sulfate 10g

Eau distillée gsp 100 ml
o Solution d'APS (Ammonium Persulfate) a 1% : a préparer extemporanément
APS 0.1g

Eau distillée gsp 10 ml

o Tampon Tris-HCI pH 8.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 60.57 g
Eau distillée 400 ml
Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant 8al10ml
Eau distillée gsp 500 ml

o Tampon Tris HCI pH 6.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285 ¢
Eau distillée 200 ml
Ajuster a pH 6.8 avec du HCI fumant 19.5 ml

Eau distillée gsp 250 ml



o Tampon d'électrophorése
Glycine
Tris (hydroxyméthyl amino Ethan)
SDS

Eau distillée gsp

70.55 g
I5¢g

5g
5000 ml

o Solution de coloration (pour deux gels)

TCA 60%

Solution meére de Bleu de Coomassie R-250

Eau distillée gsp

100 ml (60gTCA/100ml Eau distillée)

25 ml
500 ml

o Solution meére de bleu de Coomassie R250

Bleu de Coomassie R250
Ethanol 95° qsp

L'é¢thanol doit étre mis en agitation dans 1'éprouvette, avec un barreau aimanté. Le bleu de
Coomassie est ensuite ajouté (sinon le bleu prend en masse au fond du contenant). Laisser en

10 g
1000 ml

agitation au moins deux heures, puis filtrer la solution.

o Composition du Kit (FPM)

Protéine

Poids moléculaire (KDa)

o-Lactalbumine

14,4

Inhibiteur de la trypsine 20,1
Carbonique anhydrase 30
Ovalbumine 45
Albumine sérique bovine 66
Phosphorylase B
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Annexe.03

Préparation des gels

(Quantités pour une cuve BIO-RADE de deux gels)

o Gel de séparation (running gel) a 15%
Acry-bis acrylamide a 40%
Eau distillée
Tris — HCI pH 8.8
SDS a 10%
APS a 1%
Temed
o Gel de concentration (stacking gel) a 4%
Acry- Bis acrylamide a 35%
Eau distillée
Tris — HCI pH 6.8
SDS a 10%
APS a 1%
Temed

6ml
4,56 ml
4 ml
160 ml
1,28 ml
16 ul

500 pl
3,9 ml
620ul
50ul
320ul

12ul
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